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Agradego-vos, penhoradissimo, a gentileza de 
vossa carta acompanhando os fasciculos do livro 
que em bda hora resolvestes publicar sob 0 mo- 
desto titulo de «Nocdes de Bacteriologiay. 

Parece-me a mim, e neste pensar nio estarei 
isolado, que o vosso esforgo, rematado em pleno 
exito, com a impressao desse Jivro, é digno do me- 
Jhor apreco de quantos cultivam ou acompanham 
a sciencia bacteriologica entre nés. 

De sobejo ha compendios estrangeiros que 
desse assumpto se occupam a farta, eas ecligdes 
que d’elles se renovam, em pequenos interyallos, 
attestam a curiosidade do mundo medico pelas 
quest6es bacteriologicas, solvidas umas, outras cm 
viva controversia no indagar da etiologia e@ disse- 
minacio das molestias transmissiveis, por vezes 
crudelissimas, no evolver das epidemias. 

Para nés, porém, essa abundancia de manuaes, 
compendios € tratados estrangeiros de bacteriolo- 
gia, tio grande que mais parece especulativa in- 
dustria que sciencia pura, traz a quem procura 


niciar-se na pesquiza microbiana, hesitagdes, em— 
baracos, confusio na escolha dos methodos e pro- 
cessos a empregar para chegar sem demora a re- 
sultados seguros. 

Dessas_ difficuldades vem 0 vosso livro em 
grande parte libertar os neophytos, por explanar o 
assumpto de modo claro, conciso e methodico, ex- 
posicaéo de quem praticamente conhece o que es- 
creve e sabe quao difficil se torna, neste particular, 
illustrar pela escriptura o que pela experiencia é 
demonstrado. 

Bem haja portanto 0 vosso livro, que vem 
prestar valioso servico aos que estudam, vulgari- 
rando nogoes de grande montaem biologia e hy- 
giene, e constituir, aos mesmo tempo, cloquente 
prova de vossa competencia, adquirida no conyi- 
vio dos Jaureados mestres da Europa. 

Tal foi a impresséio que colhi da attenta lei- 
tura de vosso compendio ; felicito-vos sinceramen- 
te pelo modo galhardo com que vos houvestes da 
operosa empreza, que applaudo, sem restricedes, 


Amigo e Collega Adm." e Obrig.- 


B. A. pA Rocua Farta. 


PREFACTO 


Nous vivons dans un temps ov il est 
bon de vivre, quand on s‘interesse aux 
choses de la médecine. 


BoucHARrD.—Les inicrobes pathognes. 


As Nogoes de Bacteriologia nao sio mais do que 
as notas tomadas diariamente pelo seu obscuro au- 
thor durante 0 curso de microbia technica feito 
no correr da phase escolar de 1895—96 no «lnsti- 
tuto Pasteur», pelos professores Roux e Mretcuni- 
KOFR, 

Outro merito nao tem, pois, este livro senéo o 
de resumir fielmente, embora em estylo laconico, 
as idéas Vaquelles eminentes bacteriologistas, as— 
“im como a excellente technica seguida no «nsti- 
tuto», eujo ensino fecundo e original attrahe a con- 
eurrencia de medicos de todos os pontos do globo, 
que imuitas vezes solicitam com um e mais annos 
de antecedencia um logar nos ambicionados labo- 
ratorios Vaquelle estabelecimento de ensino extra- 
official, unico em seu genero, néo somente na Fran- 
ga como no mundo inteiro. 

Reunindo em volume aquellas notas desti- 
nadas ao Governo do Estado de Pernambuco, que 
nos commettera honrosa incumbencia scientific: 
na Nuropa, nfo tivemos somente o proposito de 
demonstrar que cumpriramos conscienciosamente 


uma clausula contractual ; visamos um fim mais 
pratico e mais util compendiando nogodes e proces- 
sos, que apezar de conhecidos de quantos no nosso 
paiz déo-se aestudos de microbia, ndo estao com- 
tudo publicados em livro, formando um corpo de 
doutrina; mas existem em uma dispersdo desolado— 
ra para aquelles que precisam consultal-os, por 
uma infinidade de revistas, memorias e communi= 
cagées 4s diversas associacécs scientificas e congres- 
sos Internacionaes. 

E’ pois a primeira vez que asumma das licdes 
theoricas e praticas professadas no «Instituto Pas— 
teur» apparece compendiada em qualquer lingua ; 
e, fazendo-o em idioma vernaculo, pensamos pres- 
tar um pequeno servico aos collegas brazileiros, 
que por ventura néo tenham tempo de consultar 
publicagoes estrangeiras sobre assumptos de bacte- 
riologia, que cada vez torna-se mais indispensavel 
ao clinico, sob o triplice ponto de vista do diagnos- 
tico, tratamento e prophylaxia, tal @ hoje a sua 
importancia na pratica medica, 


RopoLtrHo GALvAo. 


Pariz—Fevereiro de 1896. (*) 


(*) — Este livroescripto em Pariz ha trez annos, sé agora 
pode sahir 4 luz da publicidade aqui em Pernambuco, por motivos 
que nao vém ao caso explicar, mas que nao dependeram absolutamente 
da vontade do author. 

Recife—Marco de 1899. 
i. &. 


GENERALIDADES 


A expressio anicrobio» foi introduzida na sciencia em 
1878 pelo conhecido ex-protessov da faculdade de medici- 
na de Strasburgo, o Doutor Sedillot. 

Nenhuma das denominagdes que tém sido propostas 
para designar estes seres infinitamente pequenos, que faze 
o assumpto da bacteriologia, foi mais geralmente acceita do 
que esta, que tornou-se logo popular e que convem tanto 
As bacterias propriamente ditas, como aos devédos, aos mofos 
ou bolores e aos infusorios, pertengam esses micro-orga- 
nismos ao reino animal, ao vegetal, ou ainda ao reino neutro 
dos protistas, como quer Haeckel, que os colloca ao lado 
das moneras. 

O professor Roux define microbio wn ser bastante pe- 
queno para sd poder ser visto com 0 auxilio do microscopio. 

Os microbios existem em toda a parte: ha agua que 
bebemos ; no ar que respiramos ; nas poeiras atmospheri- 
cas ; no solo que pisamos; na superficie do nosso corpo: 
no tubo intestinal do homem e dos animaes, 

EY mais difficil evital-os do que os encontrar para uma 
demonstra¢io. Nada com effeito mais facil : basta aban- 
donar a materia organica a si mesmo, nas condigées ordi- 
narias de temperatura e de humidade, para que ella ex- 
perimente logo uma alteragao devida aos microbios. 

Abandone-se ao ar um pedago de pao humedecido, 
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que elle n&io tardaraé a cobrir-se de manchas negras e esver- 
deadas, ou de longos filamentos brancos e de aspecto sedo- 
so :—é 0 que se chama vulgarmente bolor ou mofo, ou antes. 
éa obra de microbios banaes: é 0 mucor mucedo, um micro- 
organismo da familia dos' cogumelos. 

Dotado de longos filamentos mycelianos quando culti- 
vado sobre 0 pao, que constitue para elle um excellente 
meio de cultura, esse organismo torna-se excessivamente 
pequeno quando cresce sobre outro terreno que \he con- 
venha menos. Uma tal vegetacgio ao ar livre é uma prova 
de que n’esse ar abundam os gr&os ou sementes do mucor 
mucedo, que pode ser visivel a olho nu, quando toma‘um 
tio grande desenvolvimento. 

Examinemol-o ao microscopio para bem conhecer a sua 
estructura anatomica. Veremos desde logo que elle é for- 
mado por tubos entrelagados, constituindo uma especie de 
feltragem, de onde partem filamentos aereos brancos, que 
d&io esporos pretos, os quaes est&o encerrados em uma mem- 
brana e collocados na extremidade do filamente myceliano. 
Logo que a membrana rompe-se elles se eseapam e espa- 
lham-se no exterior. Ha diversas variedades de mucor: 
alem do mucedo temos 0 ramosu, 0 corymbifero e o rizo- 
podiforme. 

Seem logar do pao fizermos a experiencia com uma 
talhada de laranja, de lim&o, on de qualquer frueto acido, 
outro organismo vird se cultivar ahi: desta vez serd o pe- 
nicilium glaucum, que tambem da filamentos aereos, com 
esporos na extremidade livree divide-se dichotomicamente. 

Quando parasita das aves este organismo torna-se ex- 
tremamente pequeno, de modo a poder ser examinado ao 
microscopio ; justamente como se dé com o mucor quando 
desenvolve-se nas tinhas, tornando-se assim parasita do 
homem. 

Um outro cogumelo, 0 aspergillus niger, cultivando-se 
admiravelmente bem no liquido de Raulin (de que falla- 
remos adiante), d& esporos sem membrana de envolucro ; 
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a Sua estructura, porem, é muito similhante a dos outros 
dous ji descriptos; o filamento acreo intumesce e toma o 
aspecto de uma esphera: sobre a superficie desta nascem 
fibrillas perpendiculares trazendo os esporos. Este modo 
de fructificac&o nio é 0 unico que possuem esses organis- 
mos; elles tém um outro: quando dous filamentos se en- 
contram ha conjugacao e consequente reproduceao, confor- 
me ensina a botanica. 

Introduzidos na economia e se desenvolvendo como 
parasitas dos seres vivos, esses cogumelos nem sempre se 
apresentam ao observador de modo t&o visivel ; embaraga- 
dos em sua evolu¢ao elles modifieam-se morphologicamente 
€ oS esporos no tém ilais a mesina construcgio dos es- 
poros agreos ; finalmente alguns d’elles tambem podem-se 
tornar pathogenicos, produzindo no homem uma mycose 
especial. 

O aspergillus fumigatus parece-se muito com o niger, 
apenas os seus esporos tém uma cdr mais attenuada. In- 
jectando-se uma cultura delle em um cao, a autopsia do 
animal revellara a existencia de nodulos, em cujo. interior 
encontram-se filamentos, sem fructificagio aerea, bem en- 
tendido. 

Em Franga os criadores de pombos, especialmente os 
individuos encarregados de alimental-os ou de ceval-os, 
(gaveurs) sto contaminados 4s vezes pelos pombos, que sio 
sujeitos a adquirir uma molestia parasitaria, a qual com- 
municada ao homeim pode causar hemoptyse, dando logar 
aerros de diagnostico. La chainam a esta molestia « tuber- 
culose aspergillar». 

Se é 0 vinho que deixamos exposto ao ar observare- 
mos na superficie do liquido um véo, uma especie de pelli- 
cula, chamada cflér do vinho», que é produzida por um co- 
gumelo -parasitario chamado mycoderma vini, pullulando 
muito bem wWaquelle meio. Observado ao microscopic o 
mycoderma vini, apresenta-se sob a forma de cellulas ovaes, 
reproduzindo-se por meio de rebentos. Elle desenvolve-se 
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4 custa do assucar, transformando-o em agua e acido car- 
bonico. Estes organismos, possuindo a propriedade de 
destruir e de transformar 0 assucar, sio chamados saccha- 
romycetos e operam essa transformagio desprendendo calér 
ao contacto doar, sem fazer entretanto o liquido fermentar. 

Se pelo contrario a transformacio se fizer ao abrigo do 
ar, em vez de CO”? H2O, teremos ent&o uma fermentacio 
ou a transformacaio do assucar em alcool. 

Examinemos ainda zma infusio de malt em via de fer- 
mentacao ; ella conterd cellulas muito similhantes 4s pre- 
cedentes, reproduzindo-se por meio de rebentos, como o 
demonstraram Cagniard de Latour e Pasteur, e formando 
rosarios. O levédo de cerveja n&io se estende entretanto em 
véo avelludado como as cellulaS do mycoderma vini: elle 
vive na profundeza do liquido, e s&o as bolhas de gaz, des- 
prendidas pela fermentac&io, que oarrastam paraasuperficie. 

Sob a influencia doseu desenvolvimento o liquido mo- 
difica-se e transforma-se : 0 assucar n’elle contido desdo- 
bra-se em acido carbonico e em alcool; é esta a sua func- 
cao e o saccharomyceto é 0 typo do microbio-fermento. 

Convem notar a differenca que ha entre esses dous co- 
gumelos : um gosta do ar e por isso vive na superficie do 
liquido ; 0 outro foge delle & refugia-se nas camadas infe- 
riores, onde vai viver 4custa do acido carbonico. FE’ a Pas- 
teur que devemos esta descoberta. 

O mycoderma vini transforma o alcool em acido carbo- 
nico eem agua ; mas se mudarmos as condigdes de exis- 
tencia d’esse cogumelo, obrigando-o a viver na profundeza 
de um liquido assucarado, elle tornar-se-4 um fermento e 
agiré exactamente como 0 levédo de cerveja, transforman- 
do o assucar em acido carbonico e em alcool. Assim, se- 
gundo as condigées de existencia em que forem collocados, 
os cogumelos exercerio funceées differentes. 

Nesta ordem de ideias, e sabendo-se que os mofos, a 
que alludimos mais atraz, podem se transformar em fer- 
mentos, é licito pensar que a origem primitiva desses le- 
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Vedos talvez tivesse sido um mofo, cuja forma inicial per- 
deu-se 3 OW entao que ainda n&o se pdde encontrar toda a 
serie de transforinacées. Estas formas de bolor, transmu- 
tatlas cm levédo, podem, como o oidium, Uma vez intro- 
duzidos no organisino, tornar-se pathogenicos. 

Vejamos ainda wm pouco de vinho exposto ao ar e 
apresentando na superficie um véo excessivamente fino, 
muito tenue ; agora é 0 mycoderma aceti, agente da fermen- 
tagao do vinagre e Vulgarmente denominado «mai do vina- 
gre». Suas cellulas sio muito pequenas es6 podem ser 
observadas ao microscopio com um augmento de 300 a 400 
diametros ; ellas tém as extremidades arredondadas, algu- 
mas vezes Sao ligeiramente estrangulados no meio ; cerean- 
do cada elemento existe uma zona glutinosa, ligando-os 
entre Si. 

E’ a zoogléa, liquido viscoso que eahe no fundo do 
vaso e forma.a «mai do vinagre». Sob o ponto de vista da 
reproducgao 0 mycoderma aceti é wn typo novo: o estran- 
gulamento existente na cellula adulta e de que ja fallamos, 
accenttia-sé cada vez mais até dividil-a em duas, que, uma 
vez separadas, vao constituir dous novos seres autonomos. 
O mycoderma aceti 6 um schyzomycete, planta que se re- 
produz por scissiparidade. 

Uina infusio ou maceragao organieca, uma infusio de 
feno, por exemplo, dara tambem bacterias. O liquido, que 
a principio é claro e transparente, vai pouco a pouco tur- 
vando-se ; em seguida apparece um véo na superficie, cons- 
tituido por bacterias providas de zoogléa. 

Essas bacterias s&io compostas de filamentos unidos 
ponta 4 ponta ; no centro de uma cellula apparece uma se- 
paragao, um septo, que a divide em duas, que vao mais 
tarde viver independentes. A scisao se opera em tum espago 
de tempo muito curto, e nessa oceasiao a celiula deixa de 
ser redonda para alongar-se : temos em nossa presenga um 
bacillo, 0 bacillo de feno; elle é movel e tem pequenos fila- 
mentos lateraes que servem de orgaos de locomogao, ope- 
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rando movimentos rapidos : — sao os cilios vibrateis, que 
cahem quando a zoogléa invade a cellula. As velhas cel- 
lulas perdem, pois, os seus movimentos. 

A cellula é constituida por uma membrana de envo- 
lucro e o seu contetido péde ser posto em evidencia por 
meio de reactivos. Examinada ao miscroscopio, com um 
augmento de 600 ou de 700 diametros, a nossa maceracao 
de feno apresentard tambem infusorios, ciliados ou nao, 
monadas e outros organismos inais complicados, cujo estudo 
n&io cabe ayui. 

Ao lado d’esses infusorios encontraremos numerosas 
bacterias : umas alongadas, com as extremidades arredon- 
dadas e providas de org&éos de locomogao, como o bacterium ; 
outras possuindo s6mente movimentos cbrownianos» ; umas 
apresentam-se reunidaS aos pares ; outras est&o. isoladas ; 
algumas outras estio amontuadas em tulhas. 

Umas vivem exclusivamente no ar, sao cerobias ; 
outras fora d’elle, sio anaerobias ; certas dentre ellas vivem 
de ambas as maneiras. 

Algumas vivem 4 custa da materia morta, nao fazem 
malao homem, s&o saprophytas; algumas outras nutrem-se, 
pelo contrario, da materia viva, sio parasitas e produzem 
molestias nos carpos a que se agarram. 

FE’ agora a oceasiao de classificar todas essas especies, 
A primeira classificagio de microbios, de algum valor, foi 
a de Conh, que baseando-se principalmente sobre as diffe- 
rengas de formas omittioum caracter muito importante como 
éo da reproduccio. Couh classificou assim os microbios : 

Sphero-bacterias ou bacterias esphericas, sé contendoo 
genero, micrococcus. 

Micro-bacterias ou bacterias em curtos bastonétes, con- 
tendo o genero bacterium. 

Desmo-bacterias ou bacterias filamentosas, com os gene- 
ros bacillus e vibrio. 

Spiro-bacterias ou bacterias em espiral, com os generos 
spirillum e spirochete. 
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Em uma eeilula de bacteria que vai reproduzir-se 
observa-se um ponto brilhante, com envolucro proprio, 
que vai pouco a poueo invadindo a cellula até fazel-a des- 
apparecer completamente : € 0 grao do bacillo, chamado 
tambem endosporo ; 6 a forma de resistencia do microbio. 

Ao passo que acellula ordinaria morre rapidamente 
sob a influenciade ligeiros antisepticos, do calor 460°, pela 
deseccag&io, ou pela exposic&o prolongada 4 luz, suecede 
a0 Ccontrario, que o esporo resiste a todas essas causas de 
destruicio esé morre a 120° de calér humido. Esta resis- 
tencia dos ¢sporos aos agentes de destruigio é um ecaracter 
muito importante e tem por fim conservar e perpetuar a 
especie. 

Outras bacterias nio dao endosporos ; mas porventura 
serao ellas privadas de formas de permanencia ? 

—Por certo que nao. Geralmente nas bacterias de 
formas esphericas, nos cocci especialmente, tma das cellu- 
las engrossa em todos os seus diametros, suas paredes 
adquirem wma espessura muito maior do que as das cellu- 
las visinhas, torna-se muito mais resistente do que estas, 
sem entretanto attingir jamais a resistencia do endosporo. 
A’ esta categoria de bacterias chamou-se arthrosporadas, 
e arthrosporo & cellula que desenvolveu-se aise adquirio 
maior resistencia do que as outras, garantindo até cerio 
ponto a perpetuidade da especie. 

Foi apoianda-se n’ esses factos da reproducgao e levando 
tambem em conta a morphologia dos microbios que o 
Dr. E. Roux propoz a seguinte classificagao, cuja princi- 
pal vantagem é nho ter am caracter absolute de fixidez, e 
supportar dentro dos seus quadros qualquer alteragao resul - 
tante de novas deseobertas no terreno da reprodueccio das 
bacterias. 


wie HE ces 
ENDOSPORADAS 


Micrococcus (ochroleucus) 
Formas arredondadas. ..... .- . 
Sarcina (Hauser) 


/ Baci’lus 
‘Formas rectaS.............. 


Clostridium 
{ Vibrio 
\{ Spirillum. 
Leptotrix 
| Beggiatoa 
| Cladothrix 


Formas em eSpiral....... 


Sem bainha........... 


Formas bacillares 


mentosas 


Com bainha.. ........ 
% 


Formas fila- 


Crenothrix 


Divisao longitudinal......... . Pasteuria ramosa 
ARTHROSPORADAS 


Micrococeus 
Staphylococcus 
Ascococcus 
Formas arredondadas......... Streptococeus 
Leuconostoc 
Merista 
Sarcina 


Forma reeta.........+5. teccbooacse Bacterium 


Spirulina 


Formas em espiral. ..... ...... . 
Spirochcete 
, 


Como vé-se, esta classificacio nada tem de absoluta ; 
tal bacteria que hoje n&o apresenta a forma endosporada, 
ou melhor, cuja forma endosporada ainda n&o é conhecida 
poderé mais tarde, depois de investigagées mais Pines, 
apresentar esporos, deixando assim a segunda parte fin 
quadro proposto pelo Dr. Roux, para tomar logar entr 


€ Os 
microbios classificados na primeira serie, 
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Para terminar este capitulo eis aqui algumas particu- 
laridades sobre certos germens comprehendidos no qnadro 
precedente :—Quando 0 bacillo deforma-se para dar o 
esporo, tomando o aspecto de uma péra ou de um badaloy 
é do clostridium que se trata. Uma falsa dichotomisac&o 
indica 0 eladothric ; ao passo que divisdes longitudinaes, 
em forma de couve-flér, denunciam o Pasteuria ramose, 
que durante muito tempo acreditou-se ser o unico com 
aquella forma ; mas investigacées recentes levam a crér 
que ha mais outros. Este micro-organismo é o interme- 
diario entre as bacterias e os mofos. 

Quando os microbios apresentam-se empilhados, em 
tulhas irregulares, ¢ do staphylococcus que trata-se ; do 
‘mesmo modo deve-se pensar no streptococcus quando os 
germens revestirem a forma de um rosario. 

Bacterias se dividindo em ¢ruz e agrupadas por qua- 
tro, tomando o aspecto de pdos das cartas de jogar so as 
sarcinds OU oO merista ; pequenos grAos em rosarios assim 
como aS massas glutinosas indicam o leuconostoe, que tam- 
bem pdéde apresentar-se cercado de uma bainha glutinosa, 
que constitue para o germen uma especie de casca, ou 
camada protectora. 

Finalmente deve-se ter bem presente no espirito que 
segundo as condigédes de cultura e de vida, a forma dos mni- 
crobios modifiea-se muitas vezes ;sendo 0 polymorphismo 
das bacterias um facto admittido por grande numero de 
bacteriologistas da maior authoridade. 


MORPHOLOGIA DAS BACTERIAS 


SUMMARIO—Parentesco das bacterias com 
as cyanophycéas. — Polymorphismo das 
bacterias. — Theorias de Conh e de Now- 
geli. — Descoberta do bacillus zopfii.— 
Pesquizas diversas.—Pleomorphismo das 
bacterias pathogenicas.—Estructura das 
cellulas bacterianas. — Modos de repro- 
duccao. 


As bacterias tém sido consideradas ora como animaes, 
ora como vegetaes. 

Os primeiros observadores que estudaram esses micro- 
organismos notaram que muitos delles moviam-se e que 
eram dotados de orgaos de locomogao — os cilios vibra- 
teis — ; d’ahi veio a ideia de classificar 0s microbios no reino 
animal. 

Assim pensava Leuwenheeck quando descreveo os lep- 
tothrix e os vibrides ; sendoesse modo de vér tambem ac- 
ceito por Mtiller, Ehrenherg e Dujardin. 

Esta opiniio predominou até a epoca em que reconhe- 
ceu se que certos vegetaes— as algas-—por exemplo, s&io 
dotadas de uma motilidade bem caracterisada. Mais tarde 
Davaine, estudando a bacteria do carbunculo, provou que 


certas especies microbianas conservavam-se na mais abso- 
luta immobilidade duraute todo o cyclo de sua existencia. 

Posteriormente os trabalhos de Conh e de Robin deixa- 
ram fora de discuss&o a existencia de propriedades que iden- 
tificavam as bacterias como reino vegetal ; ent&o foram ellas 
definitivamente classificadas n’esse reino. Hoje todos os 
nat uralistas estao de accordo n’este ponto. 

Em que classe, porem, do reino vegetal deverao entrar 
os microbios? E’ ahi que comecam as divergencias entre 
os botanicos modernos. 

A principio foram elles classificados entre os cogume- 
los, porque acreditou-se que, como estes, eram as bacterias 
destituidas de chlorophylla. 

Um exame mais aprofundado mostrou que as bacterias 
tinham antes mais pontos de contacto com certas. algas, do 
que com os cogumelos, e que se approximavam muito do 
grupo das cyanophycéas. A propria quest&o da chlorophylla 
parece estar resolvida ; porquanto nota-se que 0 succo cel- 
lular é6 incolér, mas a materia corante existe na espessura 
da cellula; além d’isso as cellulas das cyanophycéas nao 
apresentam nucleo, como se d4 tambem com as bacterias, 
que sio d’elle privadas. 

As algas tém entretanto condicédes de existencia 
muito diversas. A 50 oua 60° de temperatura ellas apre- 
sentam-se sob a forma de corpos redondos, ou ovaes, re- 
vestindo muitas vezes as formas em espiral (esta ultima é 
mesmo a mais espalhada na natureza) e reproduzem-se por 
divisio, formando colonias reunidas por membranas ou tu- 
nicas glutinosas e dispostas em camadas excentricas. Nas 
palmellaceas, algas chlorophyllianas, encontra-se um d@’ esses 
exemplos. 

A questao de saber se a evoluc&o d’esses organismos 
inferiores se faz pela successio de uma Serie de formas dif- 
ferentes, em outros termos: 0 pleomorphismo ou _poly- 
morphismo das bacterias, contintia a ser uma quest&o con- 
trovertida ; sustentando uns o monumorphismo ; outros um 
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pleomorphisino completo ; outros, emfim, um polymorphis- 
mo mitigado. 

Conh, por exemplo, pensa que um bacillo pode trans- 
formar-se em leptothrix e que este por sua vez pode dar 
nascimento a um bacillo e assim por diante. Elle acredita 
tambem que um coccus pode dar um rosario, mas que um 
vibriao sé podera dar um vibriaio. 

Para Noegeli, o illustre professor de botanica de Mu- 
nich, as bacterias n&io representam especies particulares, 
mas sin uma mistura original de formas, entre as quaes é 
difficil estabelecer limites precisos e nitidos; d'ahi concluio 
elle que os microbios constituem uma unica especie immen- 
sa, limitada, sob formas as mais variadas e variaveis: re- 
dondas, ovaes, longas, curvas, em espiral, ete., por meio 
de uma evolugao successiva. 

Noegeli pensa igualimente que as differentes funecdes 
das bacterias tambem se poderiam reunir em uma sé espe- 
cie ; éassim que para elle, 0 mesmo microbio que preside 
A fermentagao lactica, poderd em outra phase de sua evolu- 
Ao operar a fermentagao butyrica. 

Essa theoria exagerada de pleomorphismo originou-se 
talvez de enganos de observagao em culturas liquidas, con- 
tendo varias especies n&o separadase trazendo por isso 
grande confusio. 

Koch, estabelecendo as culturas em placas, contra- 
dictou taes opiniédes e fez experiencias nio permittinde 
mais a illus&o proveniente do viver promiseuo de muitas 
especies de micro-organismos ha mesma cultura. 

N&o obstante Kiirth conseguio obter um exemplo de 
pleomorphismo : isolou de um meio em putrefaccao uma 
bacteria oval—o bacterium zopfii —e cultivou-a em placas, 
em caldo, em gelatina, em agar-agar e sobre batatas. Fa- 
zendo variar a composigao de seus ineios Kiirth chegou a 
este resultado :—se o desenvolvimento do microbio é retar- 
dado, elle reveste a forma oval; e se levar-se inais longe o 
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embaraco opposto ao desenvolvimento da bacteria pode-se 
obter o leptothrix, ou mesmo uma forma espirillar. 

Alguns observadores sustentam que os microbios sa- 
prophytas s&io polymorphos, mas que os pathogenicos 1:40 
0 sao; entretanto forneceu-se logo a prova do contrario 
com os coco-bacillos do cholera das gallinhas e do hog-cho- 
lera, obtidos sob varias formas. 

Emfim, prevaleceo a theoria de que o pleomorphismo 
é possivel nas bacterias, pathogenicas ou n&o ; e n’este sen- 
tido o bacillus prodigiosus tem sido considerado ora como ba- 
cillo, ora como micrococo. | 

Quando n&o foi mais possivel negar-se essas transfor- 
magées do individuo, pretendeu-se negal-as paraas especies, 
que devem guardar a mais completa nitidez de fronteiras 
entre si, no dizer dos que sustentam o monomorphismo ; 
segundo esse modo de ver o bacillo da tuberculose nao pode 
ser confundido com o da lepra. 

Nao ha duvida que a passagem de uma especie para 
outra é mal definida e a quest&o contintia aberta, como 
alids succede com as ragas humanas: branca, amarella e 
negra, cujo problema ainda n&o pdéde ser elaramente resol- 
vido, diz Metchnikoff. , 

Forgoso 6 porem reconhecer que de um modo geral os 
microbios saprophytas, bem como os parasitas, sio pleo- 
morphos: em que peze ao merito de Conh, 0 notavel pro- 
fessor de Breslau, que sé admitte o pleomorphismo exterior, 
€ isso mesmo limitado 4 duas unicas especies ; em que peze 
a Koch e seus seguidores, que n&o apresentam factos em 
contrario aos que foram observados por experimentadores 
da ordem de Ray Lenkeister, de Cienkonowiski e de Zopft, 
que est&io tambem em contradicg’o com Winogradsky, outro 
observador distincto, n&io ha negal-o. 

BH apezar de tudo, contintia a questio aberta, como dis- 
semos ; principalmente depois que reconheceu-se tres for- 
mas do bacillo tubereuloso. 

Continuemos, porém, a mostrar outros caracteres que 


approximam as bacterias das cyanophycéas: um dos mais 
notaveis esta na estructura de suas cellulas. 

Sabe-se que toda cellula—animal, ou vegetal—é con- 
struida sob o mesmo plano: wna membrana de envolucro, 
wna massa protoplasmica, um nucleo, com o seu nucleolo ; 
ora, as bacterias, como as cyanophyeéas, fazem excepgio a 
regra e nao entram n’esse schema, por isso que falta-lhes 
o nucleo. 

A sua membrana é de com posi¢ao chimica mal definida : 
no exterior existe uma camada gelatinosa mais ou menos 
desenvolvida, 4s vezes pouco apparente e reunindo os in 
dividuos em colonias ; como exemplo temos 0 pnreumococo. 
O contetido da cellula bacteriana é constituido pelo proto- 
plasma pouco desenvolvido e por uma substancia nuclear 
que a enche quasi toda, o que fez outr’ora pensar-se que 
essas cellulas tinham nucleo disseminado no plasma. 

Wurtz, que sustenta a opiniao precedente, affirma que 
a cellula tem uma substancia nuclear que se colore melhor 
do que a massa protoplasmica; ao passo que nao é possivel 
colorir os vacuolos. 

Nas cydnophycéas distinguem-se muito bem estas duas 
camadas—a_ peripherica e a central—, circumstancia que 
afasta estas cellulas de qualquer outra cellula animal ou ve- 
getal. 

As bacterias As vezes sio dotadas de cilios vibrateis, 
dispostos nos dous polos ou extremidades ; outras vezes os 
cilios s&o mais numerosos e espalhados por toda a super- 
ficie, como no vibriao do cholera. Nunea, porem, observa- 
rami-se nas bacterias movimentos protoplasmaticos. 

Quanto 4 reproduccaio, faz-se do mesmo modo que nas 
eyanophycéas: transversalmente nos bacillos ; em cruz nos 
cocos, de modo a formar colonias de tetracocos; e por 
divisées ecubicas (nos tres sentidos), o todo reunido por uma 
massa zoogleica. 

A reproduegao por meio de rebentos faz-se apenas nos 
cogumelos e nos levédos ; e quando tem lugar nas bacte- 
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rias é somente em certas formas de involugdo, anando tém 
sido desfavoraveis as condicées de desenvolvimento; facto 
que tambem se d4 com as cyanophycéas. 

Conhecidos todos estes factos deve-se concluir que ha 
identidade entre as bacteriaS e as cyanophycéas 2? 

—Pensamos que n&o ; e 0 mais que se pode avangar é 
qne ha grande analogia entre ambos os grupos, affirmando-se 
com o professor Metchnikoff: «que de todos os serés vivoS 
siio as cyanophycéas que mais se approximam das bacterias.» 

As bacterias, com effeito, sito em muitos casos endospo- 
radas ; ao passo que as cyanophycéas sao arthrosporadas : 
ahi esté certamente nma raz&o em contrario da identidade 
dos dous grupos. 

Em resumo: no estado actual dos nossos conhecimentos 
sobre este assumpto n&o se p6dem resolver definitivamente 
algumas questdes propostas n’este capitulo; n&io é porém 
desarrazoado acreditar que os microbios s&io talvez micro- 
phytas da familia das cyanophycéas. possuindo um pleo 
merphismo extenso. 
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CULTURA DOS MICROBIOS 


SUMMARIO — Meios de cultura. 
organicas. — Causa da sun alteragio.— 
Geracao espontanea.—Esterilisacfio das 
infusdes organicas. — Meios acidos e al- 
culinos. — Esterilisacio discontinua. — 
Autoclave. 


Infusdes 


Separacio.—— Diluicio nos 
liquidos. — Sementeira fraccionada. — 
Meios solidos: suas vantagens. — Pre- 
paracao das batatas.—Mcthodo das cam- 
panulas.— Methodo dos tubos. — Modo 
de semear as batatas. — Aspecto de cer- 
tas culturas. — Modificacgdes operadas 
nus batatas pelos microbios. — Diversas 
substancias que podem ser incorporadas 
As batatas.—Outros meios solidos. 


Em um meio conveniente os microbios pullulam com 
muita rapidez, conforme ja vimos. 

Uma infusio de feno, porexemplo, que no primeiro 
dia é perfeitamente limpida, logo depois apresenta-se turva, 
porque um grande numero de especies microbianas vem 
procurar ahi o seu alimento. 

Se quizermos estudar uma das especies, 0 bacillus sub- 
tilis, por exemplo, nos veremos embaragados para seguir a 
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sua evolucaio e desenvolvimento ; porque, estudando-o ao 
microscopio, veremos numerosas especies, visinhas, ou 
mesmo bem differentes d’aquelle micro-organismo, As quaes 
poderemos attribuir as transformagédes peculiares ao bacillus 
subtilis. Serd entao necessario obtermos o nosso microbio 
em estado de pureza e desacompanhado de querquer outro 
germen. 

A primeira cousa que se deve procurar é naturalmente 
um mejo de cultnra, um terreno, sobre o qual o microbio 
possa vegetar em boas condigédes ; esse meio pode ser li- 
quido ou solido: poneo nos importa isso por ora, com 
tanto que elle sirva de alimento ao micro-organismo e que 
seja preparado com a precisa e indispensavel pureza, exi- 
gida no mais alto grao pela technica becteriologic¢a. 

O meio nao é indifferente : certas especies vivem bem 
onde outras nio se podem acclimar. Os microbios fazem 
a eseolha dos alimentos que se lThes apresenta, e muitas 
vezes ligeiras modificagdes introduzidas na preparacaio do 
meio impedem o desenvolvimento de certos germens. 

Ja vimos que em geral elles se desenvolvem muito bem 
sobre as materias organicas, mas n&o basta isso: precisa- 
mos de meios que se conservem puros. 

Se fizermos ferver qualyucr (esses meios de eultura, 
oS seres Vivos que ahi se acharem morrer&o com certeza na 
grande maioria: entretanto hao de ficar sempre alguns 
germens mais resistentes, cujo desenvolvimento ulterior 
ird turvar o liquido, se tratar-se deum meio desta natureza. 

Foi justamente baseando-se na observagito deste facto 
que outr’ ora emittio-se e sustentou-se a theoria da geracdo 
espontanea e que deu lugar a ardentes e memoraveis dis- 
cussdes entre Pasteur e Pouchet, de Rudo. 

A materia organica, diziam os que sustentavam a exis- 
tencia da geragao espontanea, @ apta para evoluir e dar 
formas vivas de seres ; ella traz em si mesmo poderes ¢a- 
pazes de destruil-a ; em tacs condigdes é impossivel con- 
Bevala ; 6 inutil preparar a materia organica, desde que 
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ella traz em seu seio a semente da vida e o germen da des- 
truicao. 

Durante o anno de 1855 Pasteur emprehendeo uma 
serie de experiencias celebres que vieram derroear inteira- 
mente a theoria da gerag&o espontanea. 

Elle demonstrou que os peqaenos organismos—os mi- 
erobios—como dizemos hoje, procedem de pais similhantes 
a si mesmos: fez ver mais que por toda a parte: no ar, 
Na agua, no solo, nas poeiras em suspensio ha germens, e 
silo elles que, cahindo nos recepientes abertos ou mal fe- 
chados d&o origem aos seres que ahi se desenvolvem depois. 

Se prepararmes tun caldo de carne nas mesmas condi- 
cdes em que as cosinheiras o fazem eo guardarmos em um 
recipiente arrolhado com: algodaio, o caldo conuserva-se-a 
transparente e conseguintemente puro. 

Foi isso que Pasteur demonstrou e expoz em sua. cele- 
bre memoria sobre a geragie espontanea, que como dis- 
semos, deu origem a notavel e apaixonada polemiea scienti- 
fica entre o grande Mestre, de um lado, e sabios do mereci- 
mento de Pouchet, Joly eTrecul, do outro. 

— Agindo por esta forma, objectavam os antagonistas 
de Pasteur, vOs matais a forga germinativa da infusa&o: a 
ebulligao modifica a materia organica ! 

— Nao, replicava-lIhes Pasteur. E para provar-lhes a 
sua negativa desarrolhava o vidro e logo o liquido turva- 
va-se, porque os germens exteriores cahindo sobre 0 con- 
teudo do vaso comegavam a se nutrire a proliferar.  Pro- 
vado estava que a forga vegetativa d’aquelle liquido na&o 
tinha sido destraida e o que lhe faltava era a semente. 

Em um bal&o de gargalo comprido Pasteur introduzia 
o liquido nutritivo, que era fervido em seguida, juntamente 
com o vaso; depois alongava o gargalo A lampada, cur- 
vando-o em forma de pescogo de cysne, deixando, porém, 
ha extremidade Jivre um orificio muito estreito, por onde 
o ar podia penetrar, depositando as poeiras que traz em 
suspensio nas paredes sinuosas do gargalo. 
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Em quanto o vaso mantinha-se na sua posi¢&o natural 
com o liquidoem repouso, este conservava-se limpido inde- 
finidamente ; mas logo que, porum movimento proposital, 
inclinava-se 0 balao, de modo a pdr o liquido em contacto 
com aS paredes impuras do gargalo, onde se achavam de- 
positados os germens fecundos trazidos pelo ar, o conteudo 
do vaso. turvava-se, transformando-se em rica cultura mi- 
crobiana. 


Estas memoraveis experiencias eram feitas perante 
uma commissao presidida pelo celebre chimico J. B. 
Dumas; ellas foram decisivas e desde aquelle momento a 
theoria da geragdo espontanea cessou de existir. 


Este apparelho t&io simples que acabamos de descrever, 
é0 mesmo, com ligeiras variantes, de que ainda hoje se 
servem todos os laboratorios para taes experiencias. 

Adquirido este ponto, isto 6: que podemos obter 
meios de cultura conservando-se indefinidamente puros,. 
precisamos saber em que condiccdées se consegue esse resul- 
tado, 

O agente empregado para a esterilisagao dos meios de 
cultura € 0 ecalér. Desde j4, porém, devemos fazer a dis- 
tinec&o entre calér séeco ¢ calér humido. Emquanto que o 
calér sécco para ser efficaz precisa ser elevado a um grdo 
em que destroe a materia organica, o calér humido actitia 
do mesmo modo a um gréo muito menos elevado, que nio 
chega a decompor a materia organica. 


Para matar-se, por exemplo, osesporos do Penicillium 
glaucum n&o sao precisos menos de 150° e mesmo 180 grdéos 
de calér sécco. Em presenga do vapor d@’agua sob pressio 
obtem-se 0 mesmo resultado com'100 cu 115 grdos. 

Kntretanto com a temperatura da ebulligao @agua, a 
100 gréos, nem sempre se consegue a esterilisagio. Se é 
certo que no estado vegetativo as cellulas morrem, os es- 
poros que tém uma resistencia muito maior, escapam ; ele- 
vando-se, porém, essa temperatura a 115 gréos durante uns 
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20 minutos, nao ha esporo, de quantos conhecemos presen- 
temente, que deixe de succumbir. 

A urina, materia muito alteravel, aquecida a 100° 
conserva-se indefinidamente ; a0 passo que o leite nas 
mesmas condicdes nao tarda muito a coagular-se. 

Este facto 6 devido a ser o leite neutro, ou alealino ; 
emquanto que a urina éacida; a maior parte das especies 
microbianas vive facilmente nos meios alcalinos. 

Bastian, medico inglez, depois de ter aquecido urina a 
100° deixou ecahir por acaso um pedago de potassa dentro 
do vidro yue continha a urina. Logo que o meio tornou-se 
basico os microbios comec¢araim a pullular ; invocou-se este 
facto em favor da gerag&io espontanea. 

Veio Pasteur e cortou immediatamente a questao, ex- 
plicando que, alcalinisando-se aquelle meio, tinha-se pura 
e simplesmente facultado aos esporos que n&io morreram a 
100° e que n&o vivem emum meio acido, as condigées par 
se desenvolverem. 

Ha portanto germens, resistindo a 100° e n&o se desen- 
volvendo em-um meio acido, que podem dar a illus&o de 
uma esterilisagao, que para ser real, deve n’este caso ser 
elevada a 115° ; isso por via de regra. 

Certas substancias usadas como meios de cultura n&io 
supportam, porem, um calér a 180° ou mesmo a 115° (hu- 
mido) sem se alterar. 

Pode-se, entretanto, por um artificio conseguir este1i- 
lisar taes substancias recorrendo-se ao methodo dos aqueci- 
mentos successivos ou aquecimento descontinuo, que consiste 
em aquecer-se a um grdo relativamente baixo e durante 
uma ou mais horas de cada vez, em dias successivos., 

Tyndall, author do processo, explicava a esterilisagao 
da seguinte maneira : 0S organismos e as cellulas vegeta- 
tivas morrem, supponhamos, a 100° ; uma vez resfriado o 
liquido, os germens que escaparam ao primeiro aquecimento 
proliferam ; um segundo aquecimento mata esses novos 
individuos, nascidos dos esporos, @ assim successivamente. 
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A theoria é seductrra e até certo ponto racional, mas 
talvez naoseja Verdadeira, sendo provavelmente a explicacao 
esta outra: 0 ser organisado que na primeira vez resistio 
a uma causa de destruicgho, vai-se enfraquecendo e acaba 
por sucecumbir, se 6 submettido 4 mesma causa duas ou 
mais vezes successivas. 


Entre as substancias que n&o suppportam altas tem- 
peraturas e que sao usadas nos laboratorios citaremos a 
gelatina e o serum. . 

Acima de 115° a gelatina nao prende-se ds paredes dos 
tubos ou das placas (phenomeno que se deve evitar, como 
veremos mais adiante); ent&o recorre-se ao. proeesso § dis- 
continuo: cada vez, durante tres dias consecntivos, aquece- 
se a Ssubstancia por espaco de 15 minutos, 4 100°; findo o. 
ultimo aquecimento o meio esté completamente esterilisado. 


Com o serum 6 preciso procedermos com muito cui- 
dado, operaudo a uma temperatura muito menos elevada, 
para evitar que elle se coagule, o qne tem logar a 0”. 
Por isso aquece-se a 58° durante um periodo de quatro a 
oito dias e durante tres horas em cada dia. 

O apparelho para a esterilisag&o pelo calor é 0 autoclave, 
apparelho indispensavel a qualquer laboratorio, mesmo 
mediocremente installado. 

E uma marmita de Papin, um pouco mais complicada, 
possuindo um manometro e um thermometro regulando 
respectivamente a pressio e a temperatura internas do ap- 
parelho, que é aquecido a gaz, como alids devem ser todos 
os apparelhos de um bom laboratorio. 

Uma tampa se adapta 4 marmita por meio de para- 
fusos; um anel de borracha entre a tampa ea marmita 
permitte a obturacio hermetica. 

Na parte superior da tampa ha uma torneira e uma 
valvula de seguranga. 

No interior da marmita existe um cesto de arame de 
cobre, munido de tres pés, de modo a ficar um intervallo 
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entre o fundo do cesto eo da marmita: n’este cesto é& que 
sto Collocados os objectos a esterilisar. 

Para fazer-se funecionar o apparelho comega-se por deitar 
um pouco Wagua na marmita, de modo a tocar apenas o 
fundo do cesto metallico; em seguida collocam-se n’este 
os oObjectos a esterilisar. Os liquidos n&io devem encher 
completamente os recipientes, afim de que durante a ebul- 
ligto as rolhas n&o sejam attingidas. 

Todos os objectos que tiverem de Ser esterilisados no 
autoclave devem ir paradentro humidos ; os balées e tubos 
de vidro devem conter tm pouco Wagua. 

E’ dos mais simples o manejo do autoclave, deven- 
dlo-se entretanto attendera certas regras. Uma vez collo- 
“ados oS objectos no cesto metallico e apertados os para- 
fusos solidamente, abre-se a torneira collocada no alto da 
tampae approxima-se um phosphoro inflammado dos tubos 
de gaz, antes de abrir-sea torneira que dd passagem a este ; sem 
ésta precaucao, istoé: abrindo se a torneira e em seguida 
chegando-se oO phosphoro acceso ao nivel dos bicos, se 
dara uma explosio, que pode queimar a mio do operador 
Este phenomeno é proveniente da mistura do gaz com o 
ar atinospherico. 

Pouco a pounco a temperatura da agua contida no in- 
terior do apparelho eleva-se até a ebulligao, o que se conhece 
pela sahida do vapor @agua, que se escapa pelatorneira da 
tampa; todo o ar existente no interior vai sendo expel- 
lido pelo vapor. Quando o jacto de vapor é bem continuo 
e produz, por oecasiao de sua passagem iim ligeiro assobio, 
pode-se ter certeza de que n&o ha mais ar no interior do 
apparelhoe fecha-se ent&o a torneira. Se no interior fi- 
casse ainda um pouco dear nao haveria concordanueia entre 
atemperatura ea pressao ; portanto a torneira sé deve ser 
fechada quando dentro da marmita nao houver mais ar. 

Quando o manometro marear 115°, ou a temperatura 
que se quizer obter, diminue-se a chamma de gaz até que o 
grao de calor se Conserve estacionario. Hm geral 15 minu- 
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tos 6 um espago de tempo sufficiente para que a esterili- 
sacho seja completa; pode-se, porém, para mais seguran¢a 
prolongar a operagaio até 20 minutos. 

Apagado 0 gaz espera-se que a temperatura desc¢a a 
100° para abrir-se ent&éo o apparelho, afim de evitar que, 
com a diminuig&o brusea de press&o, os liquidos se agitem 
tumultuariamente e vao tocar 4s rolhas. 

Agora que ja temos um meio absolutamente puro, 
vamos procurar obter uma cultura de uma dada especie 
microbiana nas mesmas condigées. 

Para isso serve-se 0 experimentador de tubos com- 
muns de experiencias, usados nos laboratorios de chimica, 
contendo cerea de 10 centimetros.cubicos do liquido nu- 
tritivoe previamente esterilisados, segundo a technica que 
acabamos deexpor. Os tubos sao tampados com uma bucha 
de algodao. 

Toma-se uma gotta da cultura impura, com oauxilio de 
uma varinha de vidro, ou de outro instrumento que a isto se 
preste, sempre previamente esterilisado, e deixa-se cahir no 
liquido contido no tubo, que sera designado pelo numero 1. 
Agita-se bem o tubo e temos ahi uma primeira diluigao. 
D’esta toma se uma segunda gotta, sempre com as mesmas 
precaucées, esemea-se um outro tubo, que ter4o numero 2, 
e assim por diante até 4 6", 7° ou 8" diluig&o, na qual je se 
encontram muito poucos microbios, facilitando assim 0 en- 
contro do germen que procuramos. 

E’ este o methodo das diluigées, ou das sementeiras 
successivas. 

Em vez de liquidos, nés poderemos langar mio dos 
meios solidos, e hoje é mesmoo processo mais seguido pelos 
bacteriologistas. 

A batata, conhecida entre nds por batataingleza, cons- 
titue um excellente meio de cultura, porquanto contem 
uma Substancia hydro-carbonada, amydon, saes diversos, 
materias azotadas, etc. E’ finalmente um meio simples, 
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de facil acquisi¢fio e que reune todas as boas condicées para 
nutrir os microbios. 

Escolhe-se uma batata de casca bem lisa, sem olhos, ou 
que nao esteja grelada ; comega-se por laval-a, esfregando-a 
com uma escova dura, com o fim de desembaragarmo-nos 
da terra e outras impurezas adherentes 4 casea. 

Em seguida colloca-se a batata em um crystallisador 
contendo una solugio de sublimado a 1/2000, onde as ba- 
tatas ficarac immergidas durante uina hora; passado esse 
tempo cosinham-se as batatas e, finda a cocgao, sao ellas, 
assim duplamente esterilisadas, collocadas em outro crys- 
tallisador, forrado por uma 10della de papel mata-borrao, 
imbebido na solug&o de sublimado. 

Com uma faca que tem-se previamente esterilisado na 
chamma de um bico de gaz, divide-se a batata em duas par- 
tes iguaes, devendo-se ter o cuidado de deixar a faca esfriar 
autes de = servir-se Wella: do contrario parte da polpa 
adhere 4 laminae o cérte nao sahira nitido. 

O operador tem disposto antes 4 sua esquerda o vaso 
que deve receber as culturas; e 4 direita um outro vaso 
com a soluc&o mercurial, na qual clle lava a sua m&o esquer- 
da que tem desegurara batata. Ui ajudante Jevanta um 
pouco a tampa do vaso em que est&o os tuberculos, de onde 
o operador tira um d’elles e com a faca esterilisada toma 
um pouco da semente e estende-a sobre a superficie que re- 
sulta da divis&io da batata, como quem distribue manteiga 
em uma fatia de pao. D’esta batata, assim semeada, toima- 
se uma pequena particula da polpa, que se espalha do 
mesmo modo em uma segunda batata ; esta fornecerd a se- 
irente para uma tereeira e assim suecessivamente, até oito 
ou dez culturas, obtendo-se por este meio uma serie de dyna- 
misagées da semente primitiva, analogas as diluigées que 
jd estudamos atraz para os meios liquidos. Os microbios 
semeados crescerao fixados, por assim dizer, ao solo que 
se lhes forneceo, formando grupos de colonias, que apre- 
sentam aspectos curiosos e caracteristicos. 
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Emquanto os. micro-organismos proliferam, 0 vapor 
d’aguacontido na bateta condensa-se na tampa do erytalli- 
sador, com tendencia a formxr gottas ; para evitar que 
estas caiam sobre a preparacio inclina-se um pouco o sys- 
tema, ou ent&o guarnece-se 0 céo interior da tampa com 
uma rodella de papel hydrophilo. 

As batatas foram cosidas a 100°; mas ja sabemos que 
esta temperatura nio extingue todos os germens, principal- 
mente o bacillo da batata, que poderi: desenvolver-se. e in- 
vadir a preparacaio, mascarando-a; por este motivo é que ° 
deixa-se o tuberculo durante uma hora meigulhado- na so- 
‘lucgio de sublimado, que completa a esterilisagao. 

Este 6 0 processo de Koche que incontestavelmente 
marca um progresso notavel na technica bacteriologica ; 
entretando alem de ser um tanto moroso e complicado, tem 
o inconveniente, e v&o pequeno, de poder deixar a prepa- 
racao, ser invadida pelos germeus exteriores, todas as vezes 
que para semear, ou por motivos de estudos, se tiver neces- 
sidade de levantar as tampas dos crystallisadores ; pelo que 
esse methodo quasi n&io é mais seguido nos Jaboratorios. 

Muito mais pratico, mais simples e offerecendo uma 
seguranga e uma commodidade completas 6 0 processo dos 
tubos, imaginade pelo professor Roux, methodo preferido 
geralmente hoje. 

Eis aqui em que consiste o processo de Roux : toma- 
se uma batata lavada em agua commum e sem precaucdes 
especiaes e cortam-se as duas extremidades do eixo mais 
longo. Com um instrumento, especie de saca-bocado de 
de forma cylindrica, tira-se da batata um cylindro da 
massa que vem ja dividido em duas_ partes, no sentido 
longitudional, pelo septo existente em uma das extremi- 
dades do saca-bocado (emporte-piéce) que é introduzido 
verticalmente na batata de alto a baixo. 

Alias, na falta Weste instrumento, a operagio pode 
ser feita como auxilio de qualquer outro instrumento 
cortante. 
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Os pedagos ou meio-cylindros de batata s&o lavados 
em agua commun, enxugados em papel buvard e colloca- 
dos, cada um, dentro de um tubo, dito de Roux. S&o 
tubos um pouco mais ealibrosos do que os tubos ordina- 
rios de ensaio e que téin um pequeno estrangulamento em 
sua parte inferior. 

Arrolhados com algodaéo sto os tubos collocados no 
autoclave, onde ficam durante vinte minutos expostos 
com o seu conteudo, a uma temperatura de 115 gréos, 
sufficiente para esterelisal-os. 

Terminada a operagao est&o os tubos promptos para 
receber as sementes. Com uma espatula de platina, de 
pequenas dimeusdes, e previamente passada pela chamnmia, 
toma-se tm pouco da semente a espalhar na superficie 
plana do semi-eylindro de batata e risca-se de dentro para 
fora e de baixo para cima com a platina assim carregada 
dos germens, tun trago em = zig-zag. na polpa da batata. 
Fecha-se 0 vidro com algodaio e cobre-se este por sua vez com 
uma carapucga de borracha, para evitar-se a queda de poeiras 
sobreo algodao ; depois collocam-se todos os tubos semeados 
e assim preparados em uma estufa, cuja temperatura é de 
37 graos e onde as culturas fazem-se bem e rapidamente, 
conservando-se em bom estado durante muito tempo. 

O estrangulamento que se nota no tubo retem a agua 
que cahe por oeccasiao do aqtecimento e vai assim entre- 
tendo a humidade na preparagao, sem o que esta seccaria, 
ficando imprestavel ; a carapuga de borracha impede por 
seu lado que a humidade se evapore e que os esporos de 
certas especies de mofo, cahindo sobre o algod&o germi- 
nem, dando filamentos que atravessem a trama da bucha, 
vaio mais tarde contaminar com Os seus esporos a cultura. 

Emfim pode-se empregar ainda ® batata sob a forma 
de uma pasta, Aqual se podem juntar tambem outras 
substancias que modifiquem o meio, augmentando, ou di- 
minuindo o seu poder nutritivo. E’ sabida a maneira de- 
licada pela qual os meios reagem sobre os microbios e vice- 
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versa : para facilitar ou para difficultar o desenvolvimen- 
to dos germens pode-se introduzir nos substrata de cultu— 
ra peptonas, assucar, saes, acidos, e tudo quanto se quizer ; 
mas depois de taes addigdes n&o se deve esquecer que 
todo e qualquer meio destinado 4 cultura dos microbios 
deve ser antes esterilisado no autoclave de Chamberland. 

N&o sdo as batatas a unica materia usada nos labora- 
torios para as culturas solidas ; outras muitas substancias 
se prestam a isso: aS cenouras, as beterravas e quasi 
todos os legumes preenchem bem a funecio de nutrir os 
microbios, que, conforme j& dissemos, sabem manifestar 
as suas preferencias por tal ou tal alimento. 

FE’ assim que o staphylococcus pyogenes aureus, preferin- 
do as materias assucaradas, d4 as colonias mais densas e 
mais bellas sobre as cenouras e sobre as beterravas, 

Os pedacos de madeira secca, os galhos mortos que 
cahem das arvores, quando humidos, constituem um _ solo 
propicio para a vegetacéo de certas variedades de cogu- 
melo. 

A citar ainda: 0 p&o sobre o qual j4 vimos 0 mu- 
cor mucedo cultivar-se de proferencia ; 0 p&o azymo, sobre 
o qual o bacillo de Kiel d& uma cultura muito caracteristica, 
com uma bella cdr vermelho-escarlate ; este germen 
quando desenvolve-se sobre as hostias causa assombro aos 
devotos, que acreditam ser aquillo sangue ; facto que ja tem 
dado logar a grosseiras e calculadas mystificagdes. Temos 
ainda as pastas feitas com amydon, feculas, differentes fa- 
rinhas de varios cereaes, trigo, arroz, milho, ete., consti- 
tuindo todos bons meios de cultura, uma vez que sejam 
preparados com todas aS precaucées antisepticas. 

Microbios ha que transformam directamente o amydon 
em aguae acido carbonico e algumas vezes em assuear. 
Primeiramente elles liquefazem o amydon, depois levam 
mais longe a transformac&o, chegando mesmo até a fabri- 
cacao dos acidos lactico e butyrico. 

Quando estes ultimos productos apparecem em abun- 
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dancia sobre o terreno das culturas, em regra geral a pro- 
liferagéo dos germens n&o contintia, porque a acidez é con- 
traria a vida de um grande numero de pequenos organis- 
mos. Remove-se, porém, este inconveniente muito serio, 
neutralisando-se 0 acido que vai-se formando no decurso 
da evolzcio da cultura, com um pouco de carbonato de 
cal, ou outro sal basico. 

Uma cultura da bacteridia do carbunculo sobre amydon 
fard a principio a liquefacgio da pasta; depois produzir- 
se-d assucar e finalmente apparecer&o os acidos : n’esta oc- 
casi#o suspende-se a cultura. Formar-se-d um sal decal e 
teremos como ultima produccao, erystaes de acetato de eal, 
facilmente descoberto pelas suas reaccées e caracteres pro- 
prios. 

Todavia esses meios solidos de cultura, que incontes- 
tavelinente sto de uma grande utilidade quando se quer 
obter com rapidez grandes colonias microbianas, s&o infe- 
lizmente de uma conservagaio diffleil, quando se quer, ou 
se precisa guardal-as durante periodos de tempo mais ou 
menos longos. N&o ha ent&ao outro remedio senao recor- 
rer-se aos meios liquidos, dos quaes vamos tratar no capi- 
tulo immediato. 


CALDO DE CARNE 


SUMMARIO — Modo de preparar o caldo. — 
Reparticgao pelos vasos de cultura.— Es- 
terilisacio dos vasos.— Matraz-distribui- 
dor. —- Diversas formas de vasos. — Ma- 
neira de semear o caldv. — Aspecto das 
culturas.—Modifleagdes produzidas pelos 
microbios. — Modo de recolher o caldo 
com a pipetta.— Tubos afilados.— Caldo 
preparado com diversos orgaos.—Infusio 
diversas. — Meios artificiaes.— Liquidos 
de Pasteur e de Raulin.—Licor de Conh. 
—Vantagens dos meios liquidos. 


A frente dos meios liquidos vein o caldo de earne, 
cuja Maneira de preparar vamos aprender : 

Tomam-se 500 grammas de b6a carne de boi, pesada 
depois de desembaragada da gordura e dos tenddes ; cor- 
ta-se em pequenos pedacos e bota-se a macerar em win litro 
@Vagua durante 24 horas a frio, ou durante umas 5 horas 
somente, sea temperatura ambiente nao é muito baixa. 

No fim de qualquer esses periodos de tempo esyre- 
me-se o todo atravez de um panno de linho bem limpo e 
previamente molhado. Se depois de espremido o caldo 
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nao attingir as 500grammas, completa-se esse volume addi- 
cionando agua. 

Em seguida leva-se 0 caldo ao fogo até a ebullic&o, 
tendo a ecautella de agitar constantemente o liquido afim 
de que n&ao pegue no fundo do vaso. Juntam se 10 grain- 
mas de peptona e 5 de sal marinho. Se o ealdo esté acido 
(o que se reconhece pelo papel de tournesol) neutralisa-se-o 
por meio de uma soluc&iv de soda 4 1/10, ou por. uma solu- 
cao concentrada de bicarbonato de sodio. 

Collocado o caldo em um pequeno caldeirao de ferro es- 
maltado, é levado ao autoclave, onde sera aquecido a 120° 
e durante um quarto de hora. Filtra-se o liquido ainda 
quente e se reparte pelos diversos recipiantes previamenta 
esterilisados. . 

Nao devem ser esquecidas certas precaugdes que na 
pratica tém grande importancia. E’. assim que durante a 
cocgao deve-se agitar constantemente o liquido, porque a 
fibrina coagulando-se pode dar lugar a que 0 caldo pegue no 
fundo do caldeirao, segundo o termo usado pelos cosinheiros. 

O filtro n&o pode deixar de ser molhado, afim de que 
a gordura n&o passe atravéz de suas paredes. 


A escolha da peptona a ajuntar tem sua importancia, 
devendo-se usar sempre da mesma marca, porque a com- 
posig&o d’essas substancias varia com os fabricantes. No 
« Instituto Pasteur» usa-se da peptona Chapoteaut. Nao é 
demais repetir que os microbios s&o exigentes na escolha: 
de seus alimentos e que qualquer descuido pode ser causa 
de insuccesso em uma cultura 

Como a peptona é acida, é preciso sempre alealinisal-a 
com a soda, esterilisando-se (ja se entende) previamente 
ambas as substaicias. 

Os phosphatos que 0 caldo coutem sio tanto menos so- 
luveis quanto a temperatura é mais alta ; elles se precipi-. 
tam fazendo uma especie de colla no fundo do ecaldeirio. 

FE’ depois que se forma este precipitado e quando a 


temperatura tem attingide o erio maximo desejado, que 
se deve filtrar o caldo para evitar que os phosphatos dis- 
solvam-se novamente, qaando o liquido esfriar. 

Na auzencin do autoclave tambem se poderin conse- 
euir a esterilisagio do ealdo em quatro ou cinco aqueci- 
mentos SUCCESSIVOS ; © ESSe Processo moroso e tm tanto in- 
cert», nado dsixara de ter a vantagem de evitar que, sob 
as al’as temperaturas, a potassa actuando sobre as mate- 
rias Organices mude um pouco a cdr do liqnido, que fica 
mais carregado ; o que nao deixa de ser um embarago para 
bem observar-se a cultura mais tarde. 

Tambem ¢ de boa pratiea preparar-se de uma s6 vez 
uma grande porcao de ealdo ; porque assim, na serie do 
estudos ou de experiencias qne se tiver de fazer, tem-se 
a certeza de operar sempre sobre um meio identico a si 
mesmo, nao havendo probabilidade de enganos prove- 
nientes da composigao diversa dos differentes caldos, em- 
bora preparados segundo amesina technica acima indicada. 

EK’ cousa facil guardar e conservar uma grande quan- 
tidade de caldo. Em um matraz de 800 centimetros cubicos 
de capacidade, fechado a lampadae guardado ao abrigo da, 
luz em um armario fechado, 0 caldo conserva-se indefini- 
damente. 

Uma bucha de algodao coberta com papel podera 
servir tambem para obturar o vaso ; mas oar cireulando 
atravez da trama de algodéo produziria no liquido uma 
oxydagao Jenta n&o apreciavel pelos reagentes chimicos, 
mas revelada por certos microbios muito delicados e que 
nio poderiam mais viver ahi. 

O microbio do carbunculo proliféra muito bem em um 
cal do recentemente preparado ; mas se o liquido tem sof- 
frido a acedo da luz durante duas ou tres horas, ja as ¢ul- 
turas quasi nto se fazem ; e 0 do tetanos deixard tambem 
de eultivar-se em um ealdo que tenha sido exposto ao ar, 
durante algum tempo. 

Quando se quizer fechar os baldes 4 lampada, ¢ preciso 
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escolher vasos de fundo redondo ; porque a forma esphe- 
roidal 6 que melhor resiste 4s pressdes: um matraz de 
fundo chato posto no autoclave esubmettido-a uma alta 
temperatura, quebrar se-4 infallivelmente. 

Raramente experimenta-se sobre t&o grande poreio 
de caldo, como a que os grandes balées contém. 

Ha varias especies de vasos de cultura ; os mais sim- 
ples, baratos e sobretudo os mais commodos sa&o os tubos 
de ensaio. 

O matraz «Pasteur» é de uma capacidade maior do 
que os tubos, pelo que presta-se a culturas mais extensas ; 
alem d’isso 6 munido de uma rolha de vidro ouca, por 
onde o ar pode passar atravez de uma bucha de algodio, 
que enche o interior da rolha de vidro. 

Para oS microbios que precisam de uma maior quan- 
tidade dear os vasos devem ter um amplo fundo chato, de’ 
maneira que 0 liquido possa offerecer uma larga superficie 
ao ar que por ahi circula. 

Ha ainda baldes possuindo de cada lado um tubo.ou 
um brago curvo, por onde se pode forear a passagem do 
ar ou de um gaz qualquer, para ficar em contacto coma 
cultura ; qualquer, porem, que sejao fluido a empregar-se 
deve elle passar primeiramente atravez da agua para satu- 
rar-se de humidade e nao apressar a evaporagao do liquido 
nutritivo, especialmente se o balao tem de ir 4 estufa, eemo 
é a regra. 

Uma precaugio ainda é necesSaria sempre que se tiver 
de aquecer os vasos de vidro com as respectivas buchas de 
algod&o : vem a ser u&o levar-se o aquecimento alem 180.°, 
porque um pouco acima d’esta temperatura a materia or- 
ganica comega aser destruida eo algodio decompondo- 
se d&4 nascimento a productos antisepticos, que se cahirem 
no interior do vaso, podem matar as culturas. 

FE’ por intermedio do matraz-pipetta ou matraz-dis- 
tribuidor que se faz o transvasamento do liquido contido 
nos grandes bales para os vasos menores e para os tubos. 


Uma vez retirada a quantidade de liquido que se quer. 
fecha-se de novo o balio 4 lainpada e colloca-se em logar 
escuro. 

— Como se deve senear o caldo ? 

— Por meio de um fio de platina, que foianteriormente 
esterilisado até o vermelho-rubro em uma chamma de gaz 
ou de alcool, recolhe-se um pouco da semente, mergulhando 
simplesmente a platina no liquido de onde vem a semente, 
ou raspando levemente uma particula da substancia, se 
ella 6 solida. 

Em seguida mergulha-se a platina no caldo que tem 
de receber a scmente, agitando-a um pouco e fechando im- 
mediatanmente o tubo com algod&o; tudo porem sem tocar 
com os dedos na abertura do mesmo tubo. Levadas as 
eulturas 4 estufa de incubacaio, no fim de algumas horas ja 
0 liquido esta se turvando, signal evidente de que tem prin- 
cipiado a proliferagao dos microbios: ent&ao é muito facil 
seguir e observar todas as phases da operacao. 

O bacillus subtilis precisa de 8a 10 dias para desen- 
volver-se no ecaldo, e quando o faz deixa eahir no fundo 
do tubo pequenas espheras. O bacillus micoyde deixa o Ii- 
quido perfeitamente claro, mas deixa ver no fundo do 
tubo flocos alvos e densos. 

Um streptococcus daraé pequenos novelos, que se dis- 
poem ao longo das paredes do vidro. O bacillo de Kiel 
desenvolve-se na superficie do liquido e a Sua materia co- 
rante dissemina-se por toda a massa, tingindo-a com a 
cér vermelha propria @aquelle organismo. <A bacteria do 
earbunenlo da um grande floce, que fluctua no meio do li- 
quido transparente. 

O farcino do boi da umas escamas que sobrenadam na 
cultura. Emfim os microbios apresentam-se no ealdo sob 
um aspecto particular, que muito facilita o diagnostico. 

Convem entretanto lembrar que a idade das culturas 
ea natureza do meio modificam o seu aspecto, sendo indis- 


pensavel, para bem distinguil-as 4 simples inspecc&o, um 
grande habito de observar taes culturas. 


Nem todos os caldos s&io identicos ; o grao de acidez 
do liquido pode variar, se a carne de onde proveio con- 
tinha maior ou menor quantidade de acido lactico ; por 
isso todo caldo deve ser ensaiado previamente, acidifican- 
do-se-o, neutralisando-o, ou ainda alcalisando-o, conforme 
a preferencia dos microbios por qualquer @’esses estados. 

Na carne encontram-se os elementos indispensaveis 4 
vida dos seres vrganisados: phosphoro, enxofre, cal, magne- 
sia, materias hydro-carbonadas, substancias azotadas, ete. 

Algumas vezes os microbios transformam a materia 
azotada em ammoniaco ; n’este caso a cultura torna-se al- 
calina e teremos phosphatos animoniaco-magnesianos e 
ammoniacos compostos. Muitas vezes tambem os micro- 
bios fabricam productos analogos 4s diastases ; e sao estes 
os mais interessantes debaixo do ponto de vista bio-chimico. 

Em logar da carne de vacca pode-se empregar a de 
qualquer outro animal, usado ou n&o, para alimentagao 
do homem. Da mesma maneira todos os org&ios do ani- 
mal: figado, bacgo, pulmées, etc., podem servir para a fa- 
bricac&o dos caldos de cultura. 

Tambem as materias vegetaes poder&o servir para 0 
mesmo fim. O malt ou centeio germinado fornece wm 
excellente meio: 10 grammas de malt pilado para 100 
graminas (agua, que se aquece de 55° a 58° durante uma 
hora, afim de que se facga a saccharificagio e haja maltose, 
dextrina, etc., constituem um meio de predileeeaso dos fer- 
mentos, cogumelos, tinhas, ete. 


Comtudo esses liquidos organicos n&o poder&o servir 
para a analyse rigorosa das propriedades bio-chimieas de. 
um inicrobio. Para tal fim s&o necessarios outros liquidos 
contendo materias fixas e exactamente dosadas; pelas de- 
composicées operadas e pelo caleculo das quantidades res- 
tantes dos principios mineraes contidos em um liquido teste- 
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munha, ter-se-a com precisto mathematica uma analyse quan- 
titativa. 

Foi com este intuito que Pasteur organisou a seguinte 
solugao : 


BS SEU 5 sin eicet cae ne tae 08s niessieih deco dens 100 grammas 
ASSUOAP GABT, ..0 045) 00sweredvercaes 10 » 
Carb. de ammoniaco.......... .. 1 gramma 
Cinzas de levédo.......... Pre 1 » 


Este liquido era destinado a uma cultura do levédo de 
ceryveja. QO oassucar candi &@ um corpo perfeitamente de- 
terminado ; 0 ecarbonato de ammoniaco é um alimento azo- 
tado, onde os microbios vaio buscar o azoto de que preci- 
sam: nas cinzes encontrarao elles os phosphatos e as ma- 
terias mineraes, igualmente indispensaveis a vida. Foi 
com 0 auxillo @este reactivo que Pasteur assentou as bases 
da sua theoria das fermentagdes. 

O grande chimico allemao Liebig ensinava que a fer- 
mentagao era produzida pele addic&o de um corpo cha- 
mado fermento a uma materia fermentavel. As cellulas 
erun animadas de um movimento particular, que trans- 
mnittindo-se ao corpo fermentavel o deslocavam, decom- 
pondo-o ou alterando-o; ellas praticavam, segundo Liebig, 
uma destruigao ; operavam uma obra de morte. 

Pasteur provou, que pelo contrario, ellas faziam obra 
de vida. E para demonstral-o tomava o seu licor mineral 
e punha-o em contacto com uma wnrica cellula vive 
de levédo ; ao mesmo tempo que a fermentagao se fazia, 
Pasteur obtinha nma geragao inteira de cellulas vivas. 
Fundou-se assim solidamente a grande theoria da fermen- 
tagao, que em ultima analyse é a mesma das molestias in- 
fecciosas. 

Raulin procurando um meio que fosse superior a todos 
os liquidos naturaes para a eultura do aspergillus niger, 
imaginou a seguinte composigao : 

PDB wists cumnaen waster te ig Oude 1,500 grammas 

ASAUCAP GONOL cs desierwsrxcavees 70 » 


AG TAPETIO®. 2c. os acecrsssans 4 grammas 
Nitrato de ammoniaco........... 4 » 
Phosphato de ammoniaco ..... 0,60 » 
Carbonato de potassa. ........... 0,40 » 
Sulfato de ammoniaco........... 0,25 » 
Sulfato de zineo............0 6... 0,07 » 
Suliate te Perro. 2... 0,07 » 
Silicato de potassa........cce 0,07 » 


O acido tartrico é destinado a acidificar o meio, porque 
comoésahido, os bolores gostam dos acidos, e n’este liquido 
o aspergi'lo negro dé a mais bella cultura. 

Fazendo-se variar a composi¢gao do liquido em qual- 
quer direcgao, suprimindo-se, por exelmplo, um dos ele- 
mentos, obtem-se uma dimiauic&o de peso na colheita de 
mofo. 

O ferro nao é absorvido; mas a planta crescendo pro- 
duzum sulfo-eyanureto de potassio, que impederia o seu de- 
senvolvimento se nao fosse o sulfato de ferro, que se combi- 
nando com aquelle sal,remove t&o grande inconveniente. 

Estas experiencias e estudos levaram 0 author a abrir. 
uma nova via 4 agricultura, mostrando a influencia da na- 
tureza do soloe dos diversos adubos. 

Tambem Conh propoz o liquido abaixo : 


Agua distillada..........00 se... 200 grammas 
Tartrato de ammoniaco........... 2 » 
Phosphato de potassa............. 2 » 
Sulfato de magnesio............... 1 gramma 
Phosphato-tribasieo de eal......... 0,1 » 


Se os meios solidos apresentam uma grande vantagem 
para o estudo extemporaneo dos microbios, os liquidos 
Ihes sito bem superiores quando se quer fazer longas pes- 
quizas. 

Com effeito quaesquer que sejam as -precaugdes que se 
tomem, n&o se poderia impedir a deseccagao no fim de umn 
tempo mais ou menos longo e, por consequencia, a morte 
da cultura. 
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Os caldos, pelo contrario, podem se conservar indefi- 
nidamente, tendo-se ainda a vautagem de operar sobre um 
meio identico, na longa serie de experiencias a fazer; 0 
que nao succederia Com os soridos que esfao sugeitos a va- 
riacgdes que compromettem os resultados, os quaes nunca 
podem ser comparados entre si. 


GELATINA E GELOSE 


SUMMARIO— Preparacao da gelatina nutri- 
tiva.—Maceragao.— Filtragao.— Repar- 
ticio pelos vasos de cultura. — Esterili- 
sacio. — Tubos rectos. — Tubos inclina- 


dos.—Isolamento das especies.— Semen- 
teiras por picadas. — Caracteres das cul- 
turas.—Liquefaccao da gelatina—Meios 
solidos transparentes.— Gelose ou agar- 
agar.—Gelose nutritiva, sua preparacio. 
— Os microbios nao liquefazem a gelo- 
se.—Geléa de lichen.—Gelose-gelatina. 


Um meio liquido addicionado de gelatina quando se 
resfria adhere ao vaso; este meio nutritivo foi introduzido 
na technica bacteriologica por Koch. 

A gelatina é um producto da dilatagao da osseina que 
se obtem tratando-se pelo vapor @’agua 4 alta temperatura, 
ossos desealcificados pelo acido chlorhydrico. 

Depois @esta simples manipulaga&o a gelatina ainda é 
impura: 6 preciso laval-a sob um filete d’agua que remove 
as impurezas ; depois dissolve-se-a em agua fervendo e re- 
colhe-Se o producto em aleool, que a precipita. Recvome- 
ca-se esta operacao duas, trez ou quatro vezes, até obter se 


uma gelatina pura. 
6 


2 — 


Nos laboratorios, para obter-se a gelatina nutritiva, 
usa-se do seguinte processo: faz-se macerar durante cinco 
ou seis horas 500 grammas de carne de vacca em um litro 
d’agua ; espreme-se em um panno, juntam-se ao succo obtido 
100 grammas de gelatina extra-branca e 5 grammas de sal. 
marinho : aquece:se ao banho-maria até 60 grdos para dis- 
solver a gelatina ; alcalinisa-se ligeiramente com a soda e 
leva-se de novo ao banho-maria, durante uma hora e a 
100 grdos de temperatura. Sea coagulag&o naose fizer bem 
e se 0 liquido n&o ficar claro, deixa-se esfriar até 55° e jun- 
ta-se a clara de um ovo diluida em 50 centimetros cubicos 
d’agua ; mexe-se 0 todo e aquece-se de novo a 100°. Feito 
isso filtra-se a quente e reparte-se pelos tubos de cultura, 
tendo-se 0 cuidado de n&o sujar o orificio @’estes. Esterili- 
sa-se finalmente aquecendo a L00° durante trez dias succes- 
SiVOS. 

Dissolvendo a gelatina a 60° tem-se por fim n&o fazer 
coagular as materias albuminoides ; pelo mesmo motivo, 
durante a cocc&o, é preciso agitar constantemente toda a 
massa liquida. Junta-se.a soda no fim da fusio para obter- 
se uma alcalinisac&io definida: mas n&o deve excedel-a 
porque a gelatina se modificaria, produzindo-se glycocolla, 
que n&o coalharia nem se apegaria ao vaso ; phenomeno 
este indispensavel para o fim que se tem em vista usando 
da gelatina como meio de cultura. 

Emfim elevando-se a temperatura a 100° consegue-se 
a coagulacéo das materias albuminoides, que se precipi- 
tam, aprisionando nas malhas de sua rede os saes terrosos 
e_os restos de fibras musculares, deixando o liquido lim- 
pido. 

Apezar d’isso nem sempre o liquido é inteiramente 
claro ; 6 por isso que junta-se a clara d’ovo. E’ evidente 
que, para fazel-o deve-se deixar 0 liquido esfriar até um 

-ponto em que a .albumina nao se coagule antes de 
ter-se espalhado por toda a massa ; coagulacdo que se 
dard mais tarde aquecendo-se de novo 0 liquido ; n’ essa 
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occasiao as impurezas restantes serio detidas pela albumi- 
na coagulada em todos os pontos. 

Quando a temperatura é muito baixa, é preciso fazer- 
se a filtrac&o a quente, em um funil especial, que permitte 
fazer a Operacao ao abrigo do ar ambiente. Obtida a fil- 
tragio reparte-se o liquido pelos vasos de cultura, pre- 
viamente esterilisados. Como n&o pode-se aquecer a ge- 
latina a 115°, visto ella n&o solidificar-se mais, s6 pode-se 
conseguir matar os germens n’ella contidos, por meio do 
aquecimento descontinuo, que faz-se a 100° e em tres dias 
consecutivos. Preparam-se muitos tubos ao mesmo tem- 
po com poredes variaveis do liquido, contendo del a 3 
centimetros cubices. 

D’estes tubos uns sio collocados verticalmente, e 
outros sio inclinados quasi em plano horisontal para ter- 
se uma superficie mais vasta. 

Sobre a gelatina podem ser cultivados os germens ou 
os esporos. Nos meios liquidos faz-se, como jad vimos, uma 
separacgio dos microbios por diluic&o ; sobre batatas é dif- 
ficil reconhecer-se os microbios n&o coloridos ; alem d’isso 
OS processos sao longos ; em gelatina, porem, semeando- 
se antes do endurecimento da massa os germens ficam es- 
palhados por todos os pontos do liquido ;e quando este 
coagula-se elles ficam presos, formando colouvias bem dis- 
tinctas, que podem ser estudadas atravéz das paredes 
transparentes do tubo. 

Semea-se a gelatina quando solidificada, por meio de 
estrias ou de picada; n’este ultimo caso a agulha de plati- 
na levando a semente é introduzida verticalmente no 
eixo da massa, até muito profundamente. Para as estrias 
servem os tubos em que a gelatina resfriou e adherio es- 
tando o vidro muito inclinado. Risca-se com a platina a 
superficie livre da substancia a semear, fazendo-se um 
traco maiS ou menos sinuoso ; parallelamente a este po- 
dem-se fazer outros tracos. Est& entendido que todas 
essas Manipulagdes exigem grande cuidado para evitar-se 
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0 contagio, que, ao menor descuido, pode attingir o opera- 
dor : este corre grande perigo manejando germens vi- 
rulentissimos que podem dar a ‘morte. 

No fim de poucos dias apparecem as colonias de mi- 
crobios. 


Alguns d’elles liquefazem a gelatina ; quando isso 
tem logar forma-se na parte superior da picada uma ¢a- 
psula, com a forma de um funil ; 0 phenomeno é devido 4 
decomposi¢gio do meio, em presenga da diastase secretada 
pelos germens, e serve para caracterisar ‘certas especies 
de microbios, os quaes podem dividir-se em dous grandes 
grupos :-microbios que liquefazem a gelatina’ e microbios 
que nao a alteram. 

Ao lado de vantagens reaes tem a gelatina um grande 
.inconveniente 3; visto como muito difficil é 0 seu emprego 
nos paizes quentes ; a 23° ella funde-se. 

De outro lado, na immensa maioria dos casosa_ cul- 
tura das especies pathogenicas (justamente as que mais 
nos interessam) precisa soffrer a incubagao na estufa, com 
uina temperatura variando de 35 a 48 graos. Claro esta 
que n’estas condicédes nao se deve pensar em tal producto 
para as culturas. 


Um substratum possuindo todaS as vantagens da ge- 
latina sem os inconvenientes d’esta, encontrouw-se na gelose 
(como € conhecido em Franga), ou agar-agar, como 0 de- 
nominan os allem&es, ou simplesmente agar, como 0 uso 
ira abreviando. 

‘A gelose ou agar é um producto colloide, isomero da 
cellulose e que foi estudado pela primeira vez por Payen, 
que oextraio de certas algas, dando-lhe o nome de gelose, 
quando em 1859 apresentou 4 Academia de Sciencias de 
Pariz, os seus trabalhos sobre 0 assumpto. 

O agar usado nos laboratorios vem geralmente de uma 
alga do mar das Indias, o—Gelidium spiriforme, da ordem 
Floridéas. | 
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E’ esta especie qne fornece em abundancia a droga 
conhecida no commercio por agar-agar, ou ainda pelo nome 
de vareck corné, como tambem chamam na Franea. 

Prepara-se a geléa nutritiva de agar, fazendo-se mace- 
‘ar durante algumas horas 500 grammas Je carne muscular 
bem picada,em um litro dagua; depois espreme-se ejun- 
tam-se 10 grammas de peptona e 5 ditas de sal marinho 
(tudo como para a gelatina), leva-se 4 ebulicao, filtra-se e 
alcalinisa-se francamente com a soda. 

Divide-se em seguida 15 grammas de agar em peque- 
nos pedagos e junta-se ao liquido, que de novo vai até a 
completa fus&o ou dissoluc&o do agar, agitando-se sempre 
a massa que é depois aquecida a 120°, durante 25 mi- 
nutos. 

FE’ indispensavel elevar o aquecimento aquelia tempe- 
ratura, assim como alcalinisar francamente, se se quizer 
obter um liquido claro e transparente. 

Uma.vez obtida uma reaccao alcalina bem accentuada 
filtra-se oliquido sobre papel Chardrin ereparte-se ainda a 
quente pelos varios tubos, pelo mesino processo que ja in- 
dicamos para a gelatina. 

Nao ¢ demais insistir sobre a alcalinisacio da gelose, 
que precisa ser bem nitida, do contrario, sob ainfluencia do 
calér, os acidos mesmo fracos a transformarao rapidamente 
em assucar analogo 4 galactose, alterando profundamente 
o meio nutritivo. 

Quando quente é a gelose limpida, mas resfriando-se 
ella o 6 menos, deixando entretanto ver bem as culturas. 
No fundo dos tubos fica sempre uma pequena porcio d’agua 
que impede a adhesao do substratum As paredes do vaso, 
de sorte que a massa foge sob a agulha quando se tem de 
semear; mas levando-se os tubos uma segunda vez 4 estufa 
remove-se este embarago e a gelose seccando um pouco 
pela peripheria, os bordos da massa adherem afiual ao 
vidro. 

Sendo uma substancia de natureza celluloide o agar- 


agar n&o offerece um alimento para os microbios, e de or- 
dinario n3o é atacado por elles : serve apenas de supporte 
As calturas. 

Para semear-se a gelose segue-se a mesma technica que 
j& conhecemos para a gelatina. As enlturas, embora um 
pouco menos pronuneiadas, offerecem todavia os mesmos 
aspectos que sobre a gelatina; n&o dando-se entretanto a 
liquefacg&o, nos casos em que esta tem lugar n’aquelle 
outro meio. 

Outras algas visinhas d’aquellas que fornecem o agar, 
podem dar uma substancia analoga, servindo para os 
mesmos fins. 

E’ assim que Miquel, o conhecido director do obser- 
vatorio meteorologico do Parque Mont-souris, prepara uma 
geléa nutritiva com productos de uma planta marinha — o 
Chondrus crispus, familia das Gigartinadas, ordem das Flo- 
ridéas, que encontra-se desde os Acores até as costas da 
Noruega. 

E’ esta planta que fornece os elementos para a prepa- 
racao dos productos conhecidos no commercio por geléa de 
Carraghaen ou de musgo-daIrlanda. Miquel toma 300 gram- 
mas dolichen e ferve durante uma hora em 10 litros d’agua. 
Obtida a dissolugio céa-se o liquido, que tem uma cor 
cinzenta clara ; leva-se de novo ao fogo, durante muitas 
horas, filtra-se a quente, evapora-se e obtem-se ent&o bolos 
solidos e sececos da alga. Quando se quer preparar um 
caldo com esta substancia 6 na proporcio de um gramma 
para cem partes do succo de carne e a gelose obtida s6 
liquefaz-se a 60 grdos. 

Em vez de caldo, poderemos nos servir de uma solugao 
de peptona no preparo da gelose. O extracto de carne 
de Liebig serve para o mesme fim, e 6 justamente n’este 
ultimo meio que o bacillo do carbunculo da bellos esporos. 

Tambem pode-se combinar em porporegdes diversas a. 
gelatina com a gelose, obtendo-se meios nutritivos parti- 
cipando das vantagens de ambas as substancias iscladas. | 
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O ponto de fus&o passa a ser mais elevado: de 30 a 35 
grdos, 0 que incontestavelmente 6 de uma grande vantagem. 

A combinagao é€ tambem excellente para fazer-se 0 
isolamento das especies. Obtem-se o agar gelatinado ou 
a gelose-gelatina preparando-se a gelatina pelo processo or- 
dinario, j4 descripto, e depois de bem alcalinisado junta-se 
1/2 por cento de agar. 

O aquecimento pode ser elevado a 120°, porque n&o 
ha receio de que o meio deixe de solidificar-se ; por isso 
que a presenca da alga remove aquelle inconveniente da 
gelatina pura. 

Nestas condigées é inutil esterilisar previamente os 
tubos, cujo conteudo supporta sem inconveniente aquella 
temperatura ; e por isso a esterilisagio faz-se em um sd 
tempo. 


FILTRACAO 


SUMMARIO — Esterilisacio dos hneios que 
nao podem ser aquecidos. — Liquidos 
contendo albumina. — Esterilisacéo por 
filtragéo.—Filtros de Pasteur e Joubert. 
—Filtros de terra cotta.—Tubos filtran- 
tes.—Filtro Chamberland.— Maneira de 
recolher e repartir os liquidos. — Modi- ° 
ficagdes operadas no liquido pela filtra- 
cio.—Filtracfio sob pressio de acido car- 
bonico. — Preparacao do serum de san- 
gue.—Sua esterilisacio.—_Liquidos orga- 
nicos naturalmente estereis,— Liquidos 
da ascite, do hydrocele, do amnios.-—Uri- 
na.— Albumina do ovo. — Cultura nos 
ovos.—_ Humor aquoso. 


Ja vimos que o melhor processo de esterilisagio é o 
aquecimento a 115° no autoclave ; mas j4 vimos tambem 
que nem todos os meios supportam uma temperatura ele- 
vada sem perder as suas qualidades nutritivas. Entretanto 
nas experiencias e estudos de laboratorio ha necessidade de 
encontrar-se meios analogos aos que certos microbios pa- 
thogenicos encontram no organismo humano. 

Nos meios organicos, como por exemplo, na infusio 
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de malt, a maltose altera-se pelo calér alto ; do mesmo modo, 
as substancias assucaradas crystallisaveis, a uréa e outras 
decompéem-sea uma temperatura elevada. 

Assim, foi preciso procurar-se um outro processo de 
esterilisacio e pensou-se na filtracg&o. 

Os microbios, se bem que infinitamente pequenos, 
porque alguns d’elles attingem apenas. a um milesimo de 
millimetro de comprimento, s&o comtudo eorpos solidos, 
pelo que imaginou-se que podiam ser filtrados. 

Pasteur e Joubert inventarani um filtro de gesso assim 
constituido : em um tubo de forma especial elles introdu- 
ziram um tamp&o de algod&o e em seguida um tubo de 
gesso, que por sua vez era coberto de algodao ; 0 appare- 
lho era introduzido em um baléo, munido de uma tubu- 
ladura lateral que permittiaa aSpiragao ; do outro Jado do 
balio havia uma segunda tubuladura afilada e fechada 4 
lampada, servindo mais tarde para a distribui¢&o do li- 
quido filtrado. Todo o apparelho era euidadosamente es- 
terilisado. 

Pasteur construio esse apparellio para demonstrar que 
em uma cultura s6 os corpos solidos eram pathogenicos, ao 
passo que o lJiquido era inoffensivo. Effectivamente elle 
podia injectar nas veias de um c&o uma grande quanti- 
dade de cultura de carbunculo filtrada sem que o animal 
désse a menor demonstrac&o de parecer doente; entretanto 
alguns corpusculos recolhidos sobre o filtro matavam o 
cio rapidamente. Ficou tambem demonstrada a efficacia 
d’esse novo processo de esterilisagéo. A espessura do 
filtro nao tinha maior importancia : alguns centimetros 
bastavam, mas o gesso tinha certos inconvenientes e nio 
pequenos : alemde n&o ser aquelle corpo insoluvel e o sul- 
fato de cal dissolvido produzir alteragées nocivas no liquido; 
succedia que a dissolugéo podia deixar lacunas nas paredes 
do filtro, abrindo assim uma porta 4 passagem dos: mi- 
crobios. Demais os filtros de gesso sé podiam servir para 
pequenas quantidades de liquido e estragavam-se rapida- 
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mente, sendo preciso desmanchal-os e moldal-vs de novo, 
apos cada operacao. 

Procurou-se melhorar o filtro juntando o gesso ao 
amiantho; mas pouco se adiantou: pelo que ensaion-se 
utilisar na construcgao Waquelles apparelhos, a terra de 
faiengas ou barro de Choisy le Roi, fabricando-se cylindros 
oucos da grossura de um lapis, que eram montados em 
tubos esterilisados, ou. em baldes, com oauxilio de diversos 
dispositivos ; os lapis erain soldados com céra Gollaz, e 
quando tinha-se de limpar o filtro, era preciso fundir a 
céra polo calor. Por meio de diversos artificios conse- 
guia-se filtar de dentro para fora e vice-versa ; mas posto 
que esse filtro representasse um progresso, n&o podia 
servir para a filtragio em grande escala. 

Chamberland, um dos discipulos mais aproveitaveis 
da escola. pastoriana, introduzio algunas modificagdes no 
filtro, e augmentando o calibre dos tubos dotou os labora- 
torios com o bom filtro que leva o seu nome, filtro que ra- 
pidamente entron nos usos domesticos, em escala vas- 
tissima. 

E nao ha duvida que o filtro Chamberland é um bom 
apparelho, com acondigao, porém, de serem tomadas certas 
precaugdes antes de usal-o, afim de que n&o fiquem annul- 
ladas as suas propriedades esterilisantes. 


E’ assim que antes do seu emprego devem as vélas ser 
aquecidas a 115° e ensaiadas, para ter-se a certeza de que 
nao haem suas paredes qualquer lacuna ou falha, princi- 
palmente porque filtra-se ordinariamente sob uma pressao 
de trez a quatro atmospheras. O ensaio é muito simples: 
liga-se o filtro a um folle, como esses de borracha usados 
nos pulverisadores de toilette e mergulha-se a véla em 
agua ; fazendo-se actuar 0 folle com uma certa pressa&o, si 
sahirem bolhas finissimas de ar é que existe qualquer 
falha on rachadura, devendo por isso a véla_ ser regeitada 
por imprestavel. Esta prova, bem como a esterilisag&o 


prévia no autoclave, sio indispensaveis; e inutil é usar-se 
de um filtro que n&o foi assim tratado. 

Examinando-se ao microscopio um cérte da parede de 
uma véla Chamberland, como se examina um cérte histo- 
logico de um osso, vé-se que cs péros séo muito maiores 
do que as dimensOdes dos microbios. E porque eatao estes 
organismos n&o atravessam aquelles buracos? E’ que daé-se 
dé ahi um phenomeno de capillaridade, onde sé os liquidos 
passam, emquanto que os microbios ficam detidos na pa- 
rede externa da véla. 

Chega um momerto em queos microbios accumulam-se 
em tio grande qnantidade que o liquido nao passa mais; 
diz-se ent&o que o tubo colmuta-se ; n’este caSo 6 preciso 
desembaragar as suas paredes exteriores d’essa camada de 
impurezas e esterilisar de novo o filtro ; mas desta vez, a 
180° para que tenha logar a destruic&io da materia organica 
ea desaggregacao seja completa. 

Assim tratados s&io entretanto excellentes os filtros 
Chamberland ; masse os deixarmos por muitojtempo expos- 
tos 4 humidade ‘sem os limpar, sobretudo em tempo de 
calér, os mofos vegetando sobre as paredes do tubo, in- 
sinuar&o os seus filamentos atravez dos péros, deixando cahir 
as sementes ou esporos no liquido a filtrar. E’ por isso 
que deve-se recorrer com frequencia a esterilisac&o dos 
filtros. 

O Dr. d’Arsonval recommenda que se faga a filtrac&o 
sob fortes pressdes, obtidas pelo acido carbonico, que por 
Si mesmo ja é um parasiticida, anniquilando perfeitamente 
aS formas vegetativas da maior parte dos germens, nado 
tendo, porém, a menor acc&io sobre os esporos. A alta 
pressao. que o apparelho de d’ Arsonval desenvolve tem a 
sua utilidade : os liquidos albuminosos que difficilmente 
passariam sem presséo, a ella submettidos, passam de- 
pressa ; isto bem entendido, no comego, porque com a con- 
tinuagao o apparelho colmata-se como. todo e qualquer 
outro; até mesmo um pouco mais cedo por caus da grande 


velocidade com que o liquido vai passando no principio da 
operacgao. Ha outro inconveniente ainda no apparelho de 
@Arsonval: 0 acido carbonico, cuja aeccao é quasi nulla 
quando 0 gaz esta no estado livre, toma, submettido 4 
pressao, propriedades novas e vai alterar as toxinas que 
ficam muito enfraquecidas. Até mesmo as substancias 
crystallisades alteram-se algumas vezes. 

A filtragao a quente, proposta por Miquel, tem o 
mesmo inconveniente : a operacio faz-se bem no comego, 
para suspender-se logo depois com acolmatac¢ao do filtro. 

Quando n&o se consegue esterilisar um liquido pela 
filtragio 6 0 caso de recorrer-se ao aquecimento disconti- 
nuo, de que ja fallamos em outra parte. 

Liquidos ha muito ricos em albumina, como o serum, 
cuja esterilisagio deve ser feita em 8 ou 10 dias succes- 
sivos ea 58° de temperatura; operacao que sd pode ser 
bem executada em win apparelho perfeitamente regulado 
e munido de um banho-maria. 

O serum deve ser tao puro quanto possivel, devendo 
ser recolhido com todas as precaugdes imaginaveis nos ma- 
tadouros ouem outro qualquer lugar que o possa fornecer 
em boas condigdes de pureza. 

Depois de um repouso de 24a48 horas repartir-se-4 0 
serum pelos tubos ou baldesde ante-mao esterilisados ; em 
seguida esses vasos serao aquecidos a 58, como ja foi dito. 

O serum emprega-se liquido e sem addigaio de qualquer 
outra substancia (ent&ao nao é elle um bom meio de eul- 
tura), ou misturado com caldo. Algumas vezes usa-se 
Welle solido, coagulando-se-o na estufa ; n&o se deve, porém, 
preparar grandes quantidades de serum de uma so vez, 
porque este producto oxydando-se, altera-se. 

Os liquidos do organismo, pathologicos ou nao, e des- 
tituidos de microbios, fornecem excellentes meios de cul- 
tura. Se so puros esses liquidos nunea se alteram, on 
quando muito as alteragdes sao de ordem puramente chi- 
micas e nunea de origem microbiana. 


Outr’ ora acreditava-se que 0 sangue nao continha mi 
crobios ; por uma serie .de experiencias demonstrou-st 
porem que assim n&io 6: no momento da digest&o os mi 
crobios passam do intestino para o chylo e Weste para « 
sangue; felizmente ahi elles encontram cellulas especiae: 
ditas phagocytas que os absorvem, digerindo-os t&o ben 
que algumas horas depois da nossa digest&o 0 sangue é abso 
lutamente puro. De sorte que pode-se formular esta. pro 
posicéo : «quanto mais distante da digest&o, mais puro é ¢ 
sangue» (Dr. Roux). 

Como colher-se sangue com pureza ? -- Nos pequeno 
animaes é esta uma operagao delicadissima ; ao passo qu: 
nas grandes especies a cousa nao é difficil. N&o ha neces 
sidade de insistirmos mais sobre detalhes que garantan 
uma antisepsia completa, a qual domina qualquer technic 
em bacteriologia. Reconhecida a veia ou a arteria que s 
quer abrir, raspados os pellos, lavada a parte com um: 
solug&o de sublimado, ou mesmo queimado a pelle com ur 
ferro em braza (processo nm tanto deshumano) faz-se pe 
netrar o trocate, recolhendo-se 0 sangue em um boeal muit 
limpo e esterilisado. 

Ha um meio muito simples de desfibrinar o sangne 
collocam-se umas pequenas espheras de vidro dentro d 
vaso, que depois de cheio é agitado de maneira a que a 
bolas movam-se tambem ; aflbrina adhere as espheras, a 
passo que o resto do conteudo do vaso conserva-se fluidc 

Pode-se juntar serum e caldo, serum e gelose, varia 
einfim as misturas. Para cultivar-se o microbio da i 
fluenza, que s6 d& em uma mistura de sangue e gelose 
liquefaz-se a gelose a 80°, deixa-se esfriar até 38° e encol 
pora-se 0 agarao sangue n’esta ultima temperatura, par 
que n&o se dé a coagulacio da albumina. O gonococ 
prefere, como terreno de cultura, uma mistura de aga 
serum e caldo. 

Ontros liquidos do organismo, physiologicos ou path 
logicos, convém igualmente 4 cultura das bacterias. Obten 


se soberba proliferagao do microbio da erysipela, cultivan- 
do-o no liquido da ascite misturado ao caldo. 

O liquido da pleuresia, 0 da hydrocele, v amnios, a 
urina recolhida com uma sonda_ esterilisada, o humor 
aquoso, prestam se muito bem para as culturas. 

Os ovos conservain-se perfeitos durante muito tempo, 
com a condicao de serem guardados em local secco, para 
evitar-se que 0 mofo invada-os exatamente como se dé com 
as vélas dos filtros. Pode-se semear um ovo directamente, 
esterilisando a grossa extremidade a chamma ; quebra-se 
ent&o uma pequena parcella da casca e semea-se com 0 fio 
de platina, como se fosse um tubo; em seguida fecha-se 
avabertura com laere ¢ leva-seo ovo 4estufa. Tem-seassim 
vo mesino tempo o vaso e oliquido decultura, a qual faz-se 
muito bem, o que se conhece por certos signaes exteriores, 
como sejam : a lividez do ovo, aalbumina que se liquefaz, 
a gemma que enegrece ; €uma cultura quasi anaeroblia. 

EK’ preciso notar que a albuminade todos os ovos n&o 
fa mesma; 0 ovo de pato, por exemplo, differe do da gal- 
linha na maneira de reagir sobre os microbios. 

Pode-se ainda, Com uma pipetta, tirar um pouco da 
Clara para qualquer vaso de cultura, podendo-se tambem 
misturar com outras substancias. 

As mais bellas bacteridias do carbiinculo optém-se no 
humor aquoso do olho ; foi wWeste meio que Koch fez os 
seus importantes estudos sobre aquelle germen. O humor 
aquoso pode ser retirado do olho dos animaes vivos ou 
mortos, introduzindo-se uma pipetta no globo ocular do 
animal. O liquido sobe por eapilaridade e fecha-se depois 
a pipetta a lampada. 


SEPARACGAO DOS MICROBIOS 


SUMMARIO — Vantagens da gelatina; cul- 
turas sobre placas; sua esterilisagio. — 
Diluic¢ao da semente.— Mancira de esten- 
der-se a gelatina sobre as placas.— Boce- 
tas de Petri.— Tubos de Esmarch.— As- 
pectos das colonias. — Colonias liquefa- 
zendo a gelatina.— Exame microscopico. 
— Variacdes no aspecto das colonias do 
mesmo microbio.— Estructura das colo- 
nias.—Ineonvenientes da gelatina.— Pla- 
cas de gelose.— Gelose gelatinada.— cul- 
tura sobre porta objecto. — Cultura em 
cellulas — Repicagem. — Contagem das 
colonias.—CULTURA DOS ANAEROBIOS. 


N&o basta fazer-se a caltura de microbios em um 
meio puro para estudar-se a vida d’ esses micro-organismos : 
é preciso ainda isolal-os; mas esta operagao é muito deli- 
cada e coustitue uin dos pontos mais importantes da technica 
bacteriologica. 

Comega-se por liquefazer um tubo de gelatina e col- 
local-o em um banho-maria, on simplesmente aquecel-o 
ao calor da mio. Seméa-se uma pequena quantidade 
de uma mistura microbiana, de maneira que a gotta 
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introduzida espalhe-se o melhor e 0 mais possivel por toda 
a massa de gelatina ; depois derrama-se esta sobre placas 
de vidro. Logo que a gelatina esfria, coagula-se aprisio- 
nando em certos pontos os microbios esparsos, que mais 
tarde se desenvolvem em colonias, com 0 seu aspecto Ca- 
racteristico. 

Se as colonias forem muito numerosas (0 que succe- 
derd se o liquido que forneceu a semente for muito rico 
em microbios) ellas se prejudicar&to mutuamente : as es- 
pecies que liguefazem a gelatina impedirio que as suas 
visinhas prosperem, roubando-lhes o terreno nutritivo. 

Este inconveniente 6 evitado desde que se fizer uso so- 
mente detubos em terceira e quarta diluig&o, porque os ger- 
mens sendo nos ultimos tubos relativamente raros, as colo- 
nias se formario 4 distancias convenientes uma das outras. 

Feitas estas manipulagdes 6 preciso esperar que a gela- 
tina esfrie até 30 grdéos, ponto.em que ella é ainda bem 
liquida e permitte todas as operagdes de cultura, sem que 
os germens morram. 

As placas de vidro s&o ordinariamente rectangulares, 
tendo uns doze centimetros de comprimento sobre nove de 
largura. Dispde-se a placa ou placas em bandeijas. de 
folha de Flandres, esterilisando-as em seguida a 180°. 
Deve-se deixal-as arrefecer mesmo no forno para que nio 
se quebrem com a mudan¢ga brusca de temperatura. FE 
preciso tambem segurar as placas com uma pinga esterili- 
sada, ou pelo menos n&o toearmos com os nossos dédos nos 
pontos em que tem-se de derramar a gelatina. 

Estas placas devem estar collocadas em um plano rigo- 
rosamente horizontal, no momento de receber em o liquido ; 
este deve, quando coagulado, formar uma camada de igual 
espessura e tao delgada quanto possivel. 

Varios apparelhos usados nos laboratorios garantem 
uina horisontalidade perfeita das placas e operam o res- 
friamento rapido da gelatina. <A citar entre outros o de 
Koch, munido de um parafuso, que subindo, ou descendo, 
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estabelece o nivellamento procurado ; mas este apparelho. 
composto de varios crystallisadores, esté abandonado : niio 
somente por causa de sua fragilidade e complicacao, como 
tambem por que traziam alguma morosidade nas mani- 
pulagdes. 

Actualmente 0 apparelho empregado é 0 do professor 
Roux. FE’ elle corstituido por um tambor ou caixa metal- 
lica, munida de um parafuso para dar a horisontalideade 
peifeita, por movimento de subida ou descida ; horisonta- 
lidade verificada com precisao no nivel de bolha de ar que 
existe no proprio apparelho ; este ainda é disposto de ma- 
neira que pelo interior da ecaixa passe wna corrente de agua 
fria, cujatemperatura pode ser abaixada artificialmente, ou 
por meio do gelo, ou por qualquer mistura refrigerante, col- 
locada dentro do tambor — Este apparelho simples, solido 
e até elegante, produz a solidificagao das placas de gelatina 
collocadas na sua superficie superior, quasi que instan- 
taneamente. Uma campanula de vidro abriga as placas, 
cobrindo.as. 

Para que as culturas se desenvolvam é preciso que a 
gelatina nao fique muito secea; pelo que collocam se as 
placasem camara humida, a qual € constituida por dous 
erystallisadores, servindo um delles de tampa ou cobertura 
do outro: o crystallisador inferior 6 guarnecido de papel 
mata-borrao imbebido em uma solug&o de sublimado ; no 
interior dos vasos ha uns supportes de vidro formando pra- 
tileiras ; cada uma (estas é forrada por uma tira de papel 
buvard paraevitar que as placas escorreguem. As placas 
sio collocadas nas pratileiras, de modo que as mais earre- 
gadas de germens fiquem nos andares inferiores. 

Para diminuir as probabilidades de contaminagao das 
culturas, todas as vezes que se quizer examinal-as e 
portanto expol-as ao arambiente, Petri imaginou as Caixas 
de vidro, ditas bocetas de Petri, muito parecidas com as 
caixas de rapé pelo seu formato e tamanho, que é apenas 
um pouco maior, prestando-se admiiavelmente bem as cul- 
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turas em placas e ao exame ulterior no microscopio, sem 
haver necessidade de expor as culturas 4 contaminagao 
do ar exterior. . 

Taes placas (as unicas usadas hoje) sio formadas de 
dous discos de vidro, com bordos pouco elevados, como 
dons pequenos crystalisadores, um d-elles de maior dia- 
metro do’ que o outro de modoa cobril-o. completamente. 

Depois de esterilisados pelo processo jé tantas vezes 
indicado n’este trabalho, deSpeja-se no disco de menor dia- 
metro o conteudo de um tubo de gelatina liquidae jé semea- 
da, exactamente como se faz com as placas ; tampa-se com 


o outro disco e quando as colonias se desenvalvem, ou 
estio em via do desenvolvimento, pode-se atravéz do vidro, 
examinar o que se vai passando no interior da caixa, que 
tambem pode ser collocada na platina do microscopio para 
ser estudada a cultura. 

Os tubos chamados de Esmarch tambem prestam-se 4 
separacao dos microbios. Escolhem-se tubos contendo 
apenas um centimetro cubico de gelatina, que se liquefaz 
e seméa-se ; depois procura-se espalhar a gelatina pelas - 
paredes do vaso, 0 que se cousegue collocando o tubo ho-— 
risontalmente e imprimindo-lhe entre os dedos um movi- 
mento uniforme de rotag&o, mas isto sob um fio d’agua 
corrente bem fria, afim de que a gelatina solidifique-se 


rapidamente ne modoa formar interiormente uma camada 
bem delgada e da mesma espessura ém todos os pontos; 
deste modo as colonias podem ser bem examinadas aquelles 
tubos. 

Entretanto hoje toda gente usa de preferencia das 
bovetas de Petri, que s&o muito mais praticas ; e salvo o 
desejo de complicar propositalmente a technica da separa- 
¢4o, ninguem mais procura fazer culturas nos tubos de 
Esmarch. 


Quer seja em placas,. caixas, ou tubos, apparecem logo 
nos meios gelatinosos pontos brilhantes que examinados 
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atravez de uma lente apresentam varios aspectos : uns 
estao na superficie, outros nas camadas mais profundas do 
substratum ; uns crescem rapidamente, outros vao mais 
de vagar. Examinada a cultura ao microscopio, com um 
augmento de 200, 600, ou 800 diametros, patenteiam-se os 
seus diversos ecaractéres, como os de coloragao, que pode 
ser branea, amarella, encarnada, parda, etc. ; observar-se-A 
se existe uma pellicula, se os contornos sao regulares, ou 
se pelo contrario sao sinuosos ou recortados ; se as superficies 
sto lisas ou estriadas; opacas on transparentes ; se ha 
pontos que se liquefazem rapidamente, ao contrario de 
outros onde este processo faz-se de modo lento; notar-se-4 
ainda se o aspecto é turvo ou transparente, indicando no 
primeiro caso, a presenca de microbios dotados de mobi- 
lidade. Os germens tendo a forma bacillar ou filamentosa 
darao prolongamentos partindo do ponto deadherencia da 
colonia, como a bacteridia do carbunculo, entre outros. 


Estas cousas passam-se nas condigdes normaes, mas se- 
gundo as circunstancias todo pode variar. Assim por 
exemplo, se a gelatina for preparada com 15 % esta ma- 
teria em vez de 10, a liquefagao sera retardada; isto quer 
dizer que sé se pedem fazer comparagédes quando as econ- 
dicdes forem identicas. 

Os bacillos typhico e coli apresentam colonias de berdos 
dentados, tendo cortes profundos na peripheria e com a 
superficie estriada; ao lado Wessas colenias apparecem 
outras mais escuras, cujo aspecto é muito differente ; en- 
tretanto ellas sao constituidas pelos mesnios microbios ! 

O bicillo cholerico é considerado liquefaciente ; pois 
bem : se esse bacillo é velho a cultura n&o se liquefaz. Os 
caracteres classicos podem variar e@ por isso é€ preciso 
estar-Se previnido contra essas mudan¢as que podem levar 
o observador a tirar conelusdes erroneas, 

Para bem estudar-se uma cultura em taes condigées é 
preciso comparar as cellulas entre si; u’este caso deixa-se 
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eahir uma‘laminula sobre uma colonia classica; com a 
maior delicadeza retira-se a laminula que traz adherente 
um pouco da cultura; séca-se € cclore-se esta, eXaminando-a 
depois ao microscopio, onde se colheré dados que afastem 
qualquer duvida. 

Tratando-se de colonias liquefacientes procede-se de 
modo diverso: toma-se uma gotta em uma lamina especial 
—uma lumina cavada— ; tendo uma depressio no centro e 
examina-se como uma preparagao ordinaria. 


Depois de muitas passagens, mesmo quando todas ag 
precaugées tém sido tomadas, ficain ainda alguimas coloniaS 
extranhas 4 cultura. Recorre se ent&o 4 repicagem, que 
consiste em colher com a ponta de uma agulha de platina 
uma pareella minima de uma colonia pura, que semea-se 
em caldo on em um meio solido. Esta delicadissima ope- 
racao da repicagem s6 pode ser feita levando-se a cultura 
ao-microscopio eexige uma grande habilidade para ferir-se 
precisamente com a ponta da agulhao ponto extremamente 
minasculo, de onde se quer retirar uma pareella.  Inutil é 
accrescentar que a repicagem pode ser feita n’esta nova 
cultura e em outres posteriores, se disso houver neces- 
sidade. 


A gelatina nio é a unica substancia empregada para 
acultura em placas, e até mesmo tem seus inconvenientes 
porque liquefaz-se pelo calér e pelos mierobios. 

A combinaga&o, j4 nossa conhecida, da gelatina com o 
agar fornece um bom terreno de cultura para diffundir-se 
pelas placas. Procede-se como se tratasse da gelatina 
pura, tendo, porem, o cnidado de levar as placas 4 estufa 
afim de que a gelose adhira ao vidro. 

As placas tambem podem ser semeadas pelo processo 
das estrias: aS primeiras estrias s&o naturalinente mais 
arregadas do que as subsequentes. 

Ha algumas vezes utilidade em contar 6 numero de 
colonias de uma placa ou de uma boceta de Petri. O meio 
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mais simples de o conseguir é colloear a plaea sobre um 
fundo negro, e por cima da placa um vidro, cuja super- 
ficie foi riseada por tragos parallelos cortando-se em an- 
eulos rectos, de modo a formar centimetros ou mellimetros 
quadrados. Contam-se sucessivamente as colonias de cada 
pequeno quadrado, o que remove muita causa de erro e 
facilita a operagao de somina total. 


Cultura dos Anaerobios 


Todos esses processos de cultura que temos estudado 
até aqui referem-se aos microbios aerobios, Aquelles que 
vivem & custa do ar. 

A cultttra dos inicrobios anaerobios offerece maiores 
difficuldades do que os primeiros e exige apparelhos espe- 
ciaes mais complicados, 

Querendo-se fazer a cultura em ealdo, langa se mao do 
apparelho de vidro conhecido por tubo de Pasteur, simples 
ou duplo, onde éo liquido intreduzido ; pela abertura la- 
teral semea-se otnbo, fechando se-a em seguida @lampada. 
Pela abertura superior faz-se o vasio no tubo, por meio de 
uma trompa @agua, oucom o auXxilio da machina pneuma- 
tica de mercurio, de Alvergniat. A extremidade superior 
do tubo é por sua vez fechada a lampada no vasio. 

Por este processo fica sempre una certa quantidade 
de ar que @ preciso retirar, o que se consegue fazendo pas- 
sar pelo tubo uma eorrente de um gaz inerte, (acido car- 
bonieo, ou hydrogenio,) que oceupa o lugar do pequena 
quantidade de ar que tinha fieado. Teste ultimo processo 
pertence ag Dro Roux e é applieavel @ gelatina em tubos 
que operador liquefaz durante a manobra, de modo a poder 
o arser mais facilmente expellido. 

Tratando-se de culturas em gelatina, feitas com o fim 
de separar os microbios, o Dr. Roux serve-se de um tubo 
munido de duas tabuladnras, no qual derrama-se um pouco 
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de gelatina, que esterilisa-se e seméa-se em seguida, fazen- 
do-se finalmente o vasio pela trompa e pela passagem dos 
gazes inertes ; fecha-se o tubo 4 lampada e deita-se-o hori- 
sontalmente, formando a gelatina uma especie de gotteira, 
onde os microbios se desenvolvem. 


Para cultivar-se os anaerobios em batata, toma-se um 
tubo de Roux para a cultura sobre batata ao ar e solda-se 
4 baixo do estrangulamento um outrotubo lateral fechado 
por meio deuma bucha dealgodzZo ; esterilisa-see seméa-se ; 
fecha-se 4 lampada a paite superior do tubo, emquanto 
que faz-se o vasio pela abertura lateral, que por sua vez 
sera fechada 4 lampada. 

O Dr. Roux ensina que em logar de fazer-se 0 vasio, 
pode se, depois de afilar a parte superior do tubo, fazer 
passar uma corrente de gaz privado de oxygenio e fechar 
em seguida as duas extremidades. 


Buchner serve-se de outro processo para a cultura dog 
anaerobios : colloca o tubo de cultura ja semeado em 
um outro tubo hermeticamente fechado, contendo um 
gramme de acido pyrogallico secco e dez centimetros cubicos 
de uma solugao de potassa 4 razio de 1: 10; 0 oxygenio 
é ent&o absorvido pela solugio alcalina. Alguns experi-. 
in entadores onjectam, porem, que por este processo sé con- 
eguiram a cultura de especies indifferentes ou facultati- 
vamente anaerobias e nunca de anaerobios exelusivos. 


Kitasato junta aos meios de cultura substancias avidas 
de oxygenio taes como o sulfoindigoato de sola, a resor- . 
cita, o formfato de sodio e o pyrogallato de potassa- Libo- 
yius juntad gelose wm por mil de sulfoindigoato de soda e 
dous por cento de glycose, sendo os tubos cheios até os dous ~ 
ergos de sua capacidade, com esta mistura. 

Tem-se conseguido tambem cultivar os anaerobios, 
utilisando-se a avidez que teem certas especies para o- 
oxygenio ; como exemplo ahi est&o os caldos, em cuja su- 
perficie tenha-se formado um véo devido ao desenvolvi--. 
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mento do bacillus subtilis : na profundeza d'esse liquido os 
anaerobios cultivam-se bem. 

Nos meios solidos dase igualmente 0 mesmo facto: os 
acrobios semeados na superficie absorvem todo oxygenio, 
de modo que o meio torna-se proprio para a cnitura dos 
anaerobios. 


EXAME E COLORAGAO DOS MICROBIOS 


SUMMARIO — Preparacdes extemporaneas 
frescas.— Laminas e gottas suspensas.— 
Puz, sangue e polpa dos orgaos.— Prepa- 
racoes definitivas: fixacio e coloragao ; 
fixacéo em culturas puras: calor, alcool: 
alcool e ether.—Liquidos pathologicos — 
Fixadores histologicos.—Orgaos destina- 
dos a fornecer cértes.— Technica das in- 
clusdes. —- Coloracio dos microbios em 
cultura.—Materias corantes.— Microbios 
que tomam o granv.— Coloragao dos teci- 
dos. -- Duplae triplice coloragao. — Mi- 
crobios que nao tomam o gram. — Diffe- 
renciacio por coloracaéo simples, —- Me- 
thodo de Nicolle. —- Theonina. —— Colora- 
cio dos cilios vibrateis, esporos e capsulas 


O estudo dos microbios ao microscopio completa o 
exame a olho nti ou o exame macroscopico das culturas. 

Ha duas maneiras de fazer-se a preparagao : fazel-a ex- 
temporanea e n’esse estado examinal-a, ou fazel-a fixa, defi- 


nitiva. 
A technica da preparacio extemporanea é muito sim- 


sles : com uma pipetta toma-se uma pequena gotta de uma 
} ply peq g 
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cultura qualquer ; essa gotta é collocada em uma lamina 
bem limpae depois é coberta por uma laminula nas 
mesmas condigdes. Em seguida leva-se a preparacao ao 
microscopio, onde ser4 examinada com um forte augmento, 
a sécco, ou com 0 auxilio da immers&o ; e como os micro- 


bios tém um indice de refracgio muito fraco, indispensa- 


vel é fazer-se uso da illuminagéo Abbé e n’este caso dia- 
phragma-se fortemente. Assim pode-se distinguir as formas, 
os caracteres especiaes, mobilidade, pontos brilhantes, ete, 
dos microbios. 


Em alguns casos a laminula pode embaragar ec movi- 


mento de que sao dotados certos miero-organismos ; exen- 
plo :—ovibriao do cholera que tem win movimento compa- 
ravel ao de umenxame de mosquitos ao redor de uma lam- 
pada accesa ; para bem apreciar-se este movimento faz se a 
preparacao em uma laminaespecial e de que ja fallamos em 
outra parte, lamina que tem no centro uma escavagao ou 
depressio, onde se depde a gotta de cultura, que adhere 
a parte central dalaminula, ficando em suspengao. 

E’ de boa pratica e de grande utilidade examinar-se 
uma preparagao no estado fresco; foi assim que Koch 


descobrio os esporos do carbunculo e Laveran 0 microzoario: 


da febre palustre ; mas as preparacées extemporaneas al- 
teram-se depressa e os microbios perdem as suas formas; e 
entretanto ha necessidade de conserval-as. Para isso ha 
varios meios e tratando-se de uma cultura exclusivamente 
de microbios, sem mistura de outros elementos, a cousa é 
simples. 

--'Toma-se uma gottada cultura, colloca-se em uma la- 
mina e passa-se rapidamente, durante alguns segundos, 
sobre uma chamma,com o fim de seccara preparacio. vo 
methodo de Koch para a fixagio, pela coagulac&o das mate- 
rias albuminoides, dos microbios, que conservam as suas 
formas ; mas este processo é imperfeito para a fixacio dos 
elementos mais grossos. O alcool puro, ou este corpo mis- 
turado ao ether, coagulando tambem as materias albumi- 
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noides e deshydratando os elementos. podem servir de fi- 
xacdores. 

Se. porem, os microbios est&o contidos no puz, no 
sangue, de mistura com outros corpos. procede-se assim : re- 
colhe-se a gotta do liquido sobre uma lamina bem limpa, sec- 
ae aquecida a 35 grdos. Depois arrusta-se a Jaminula 
sobre a gotta deposta, de maneira a tirar o excesso de li- 
quido, ao mesmo tempo que o manipulador vai soprando 
sobre a preparag&io para activar a evaporagao e secear de- 
pressa : 6 0 methodo da fixag&o rapida. 

Querendo-se observar as relagdes dos microbios com 
os tecidos @ necessario recorrer-se aos Cortes histologicos. 

Em primeivo logar tem-se de fixar os fragmentos 4 
examinar por meio de reactivos diversos. O acido 
osmico em vapores, ou em soluc&o aquosa, preenche bem 
este fim, porque forma com o protoplasina das cellulas 
compostos mineraes inalteraveis, saes que uma vez fixa- 
dos n&ao mais se modificam. O acido chromico a 1 0u2 % 
o acido picrico, 0 bichromato de potassa, este mesme sal 
unido ao sulfato de soda (licor de Muller), o sulfato de 
cobre, o chlorureto de ouro, o de platina, o sal duplo d’ esses 
dous metaes, prestam-se igualmente a fixar as formas dos 
elementos histologicos, e tém sido empregados nos labora- 
torios. 

O corpo mais empregado actualmente é 0 bichlorureto 
de mercurio em solucAo aquosa saturada, cujo poder ainda 
augmenta mais coma addigao de cineo por cento de acido 
acetico. KH’ assim que se opera: deixa-se o fragmento 
do tecido em contacto com esta solug&io durante um tempo 
que varia com a espessura do corte ; assim, por exenplo, 
para am corte de um millimetro de lado —uma hora ; duas 
horas para dous millimetros e assim por diante até dez ho- 
ras para win centimetro cubico. 

Ao sahir do endurecimento pelo alcool ou pela solucato 
de sublimado, tem-se de includa a preparagao para que se 
possa fazer cortes histologicos bastante delgados e em 
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condigées de serem observados ao microscopio. Diversos s&o 
tambem os processos de inclus&io e muitas substancias pres- 
tam-se a isso: gomma, collodio, colloidina e varios outros. 
O melhor e correntemente empregado no «Instituto 
Pasteur», especialmente no laboratorio do Dr. Roux, é 0 
da parafina. Consiste elle em retirar do sublimado o 
fragmento e laval-o, acto continuo, em agua commun, 
depois d’essa lavagem em agua é a preparacao lavada suc- 
cessivamente em alcool a 60, a 80, a 90 ea 100 gréos ; em 
seguida € o fragmento mergulhado em xylol, depois em 
um banho composto de partes iguaes de parafina e xylol, 
sendo por ultimo collocado em uma estufa a 50 graos. 


O fragmento se imbeberd da substancia de incluso e 
sera mettido em um molde onde se solidificardé pelo resfria- 
mento, tornando-se um bloco homogeneo que vai se pres- 
tar a ser dividido peio microtomo automatico em tenuissi- 
mas fatias proprias para 0 exame microscopico. 

Esta technica tem por objectivo o seguinte : achar pri- 
ramente uma substancia capaz de deshydratar os te-. 
cidos de modo a permittir a penetrac&o da parafina. A 
substancia que primeiro completa aquella operacio é o 
alcool, que misturando-se com a agua, ou antes rouban- 
do-a, deshydrata o fragmento ; este mesmo alcool unindo- 
se ao xylol permitte a penetracio d’este corpo por toda a 
parte ; 0 aleool é pois nm intermediario precioso, do qual 
no se deve entretanto abusar para que os elementos anato- 
micos n&o sejam deformados. 


Saindo do microtomo, os cértes tém o aspecto de fitas 
franzidas ou pregueadas ; obtem-se que ellas fiquem lisas 
e estiradas recebendo os cortes em.um banho @agua mor- 
na. Para passar-se un pedago das fitas para uma lamina, 
hota-se sobre esta uma gotta de albumina glycerinada bem 
espalhada ; em seguida apanha-se um pedaco do cérte to- 
cando-o com um papelinho de seda, ao qual adhere a par- 
cella a examinar ; esta é ent&o decalcada sobre. a lami- 
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na, ficando a substancia ahi fixada, ao passo queo papel 
descolla-se facilmente. 


Para que aadherencia do edrte seja completa é pre- 
ciso aquecer 2 lamina a 70 grdos : como ha sempre un 
resto de parafipa « retirar da preparagio- faz-se em sen- 
tido inverso a serie de manipulagdes que descrevemos ainda 
ha pouco ; isto é: trata-se o corte pelo xylol, que retira a 
parafina ; 0 xylol, por sua vez: é retirado pelo aleool a 
differentes grdos, emquanto que este ultimo corpo é expel- 
lido pelaagua simples. Feito isto, estao os elementos his- 
tologicos fixados e no estado natural. 

Como differenciar agora os microbios de modo a nao 
poder haver confusao entres elles e os elementos anatomi- 
cos, em cujo seio se acham ? 

—Colorindo-se a preparacao. Depois de bem fixadas 
na lamina pelo calér, se sé ha microbios, sabendo-se que 
estes organismos sao constituidos por uma substancia nua- 
clear, langa-se mao dos reactivos corantes dos nucleos, como 
o carmin, a hematoxilina, a hematina, ete ; ainda assim 
estes no satisfazem cabalmnente e por isso recorre-se As 
cores da anilina. 

Kstas substancias corantes sio divididas em duas clas- 
ses : céres acidas e cores basicas. As cdres basieas sio ¢o- 
rantes dos nucleos, e portinto dos microbios. Qualquer 
Wellas pode ser empregada em uma soluc&o alcoolica 4 
saturacao, que fica sendo a tintura madi. Dilue-se 1/20, ou 
1/30 da solug&io em agua esterilisada e para que a colora- 
vQO Seja mais viva reforca-se a tinta com uma soiugio de 
amimoniaco ou de potassa a 1 para 10,000.  Infelizmente, 
mesmo quando empregadas em solucao muito dilnida, essas 
bases alteram as materias organicas e por isso ha toda a 
vantagem em usar-se da anilina so. 

Misturando-se oleo de anilina com agua e agitando-se 
fortemente a mistura, obtem-se uma agua anilinada na 
qual as solugdes saturadas alcoolicas diluem-se nas propor- 
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cdes: ordinarias ;é este o processo de Erlich, no qual em- 
prega-se a viciste de genciana. 

A agua phenicada de 1a5 %, em que dilue se a-so- 
lueio aleoolica ma&i, aindaé mais energica ; obtém-se por 
este meio a fuchsina, ou violeta de genciana phenicada. 

As preparagées sio immergidas durante uns cinco mi- 
nutos n’essas solugdes corantes, e depois sio lavadas em 
agua pura e por fim montadas pelos processos conhecidos 
em technica microscopiea. 

Gram aperfeicoou aquelles processos de colorac¢&o.., 
Depois de mergulhar as preparagdes em uma solucio: de 
anilina: elle trata-as poruma_ soluc&o iodada assim com- 
posta : 


Todo sublimado ..... ........... 1 parte 
Todureto de potassium.......... 2 partes 
Agua.. ee . 100 partes. 


Km ‘sialic a sais bonne’ 4 sao aS preparacOes mereu- 
{hadas por alguns instantes no alcool, com o fim de obter- 
se uma ligeira descoloragio. 

Certos microbios conservam a materia corante, outros, 
pelo contrario, a perdem n’esta soluc&o ; d’ahi veio a ideia 
de dividir os microbios em duas grandes classes: microbios 
que tomam o gram e microbios que nao o tomam. 

Quando tem-se de fazer pesquizas 20 sangue, deve-se 
ter bem presente ao espirito que é indispensavel colorir 
os inicrobios e os globulos sanguineos. 

Para os globulos temos as céres acidas da anilina, que 
sao corantes do protoplasma e dos elementos anatomicos. 

A éosina 6 a cor geralmente preferida para este fim ; 
uma vez tingidos os globulos, é necessario colorir os micro- 
bios, escolhendo-se ent&o a soluc&o corante, conforme a 
propriedade que tem o germen de tomar, ou n&o, 0 gram. 

Se 6, por exemplo, o bacillo do carbunculo que dese- 
jamos pér em evidencia no sangue de um animal carbun-. 
culoso, procede-se assim: estende-se, secca-se e fixa-se um 
pouco do sangue sobre a lamina pelos processos descriptos 
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mais atraz; trata-se em seguida a preparac&o pelo cvioléta 
de genciana» durante cerca de uns cinco minutos ; lava-se 
em agua commun ; mergulha-se depois a preparacao na 
soluc&o iodo-iodurada de Gram, durante um ou dous mi- 
nutos, até que a lamina tome uma cér bem carregada. Des- 
cora-se em seguida no alcool absoluto, tio completamente 
quanto possivel ; lava-se em agua e por fim immerge-se 
durante uns dows minutos na solug&o aquosa de éosina. 
Ao exame microscopico os bacillos se mostrario coloridos 
de violéta, os globulos sanguineos descorados e o fundo da 
preparag&o apresentaré a coloragao rosea da éosina. 

Procuremos agora demonstrar a existencia de staphy- 
lococcus no puz. Antes de tudo lembremo-nos de que os 
leucocytas teem um nucleo e um protoplasma : para 0s 
nucleos usaremos do carmin, ou do picro-carmin ; para o 
protoplasma escolheremos uma c6r acida —a éoSina — por 
exemplo. Trata-se em seguida a preparagio pelo methodo 
de Gram e se houver microbio este apparecera colorido de 
violéta; do contrario s6 seréo vistos os elementos do puz 
em um fundo roseo-carmizin. 

E’ este um processo de coloragio muito commodo, e 
com a modificagao introduzida depois por Weigert ainda 
tornou-se melhor: em lugar do alcool, usa-se hoje do oleo 
de anilina, como descorante. 

Nicolle emprega a acetona dissolvida na propor¢ao de 
1/6 em alcool, dissolucAo que constitue um descorante 
muito rapido. 

Os microbios que nao tomam o gram sio um pouco 
mais diffleeis de p6r-se em evidencia nas preparagées. O 
processo a empregar n’este caso é o seguinte : immerge-se 
a lamina em anilina phenicada, de modo a coloril-a ener- 
gicamente e descora-se em seguida pelo alcool. Por este 
processo o bacillo conservardé melhor a materia corante ; 
entretanto a operacio é delicada e deve ser acompanhada 
ao microscopio, afim de que se possa julgar bem do gréo 
de coloracio. 
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Ha alguns processos exclusivos de certos microbios 
‘que serio indicados em. outra parte, quando tratar-se do 
estudo especial de cada um d’aquelles germens. 

Nicolle notou que o tannino, alids j4 desde muito 
tempo. empregado natinturaria, fixava muito bem as céres 
azues, as quaes, combinadas com aquelle corpo, ficam inso- 
luveis nos diversos reactivos ; e baseando-se n’este facto 
Nicolle simplificou a technica da colorag&io com o seu_me- 
thodo pelo azul de methylene, acido phenico, ete. Os te- ~: 
cidos tomam porém a mesma cor dos outros elementos de 
‘modo que é difficil, senao impossivel, distinguir-se os mi- 
crobios da preparacao. 

A. thionina 6 uma cor visinha do azul de methylene. 
Em solugao phenicada ella d& matizes differentes, segundo 
a reaccao dos tecidos ou dos corpos sobre os quaes actiia : 
é assim que osnucleos sao coloridos de azul carregado, os 
protoplasmas de azul desmaiado e os globulos sanguineos 
de verde. A introducga&o da thionina na pratica bacterio- 
logica marca um dos maiores progressos na techinica da co- 
lorag&io, especialmente para os microbios que n&o tomam o 
gram. As preparagées sio deshydratadas pelo alcool, cujo 
contacto com os tecidos pode, sem inconveniente ser pro- 
longado, por isso que n&o ha risco de destruir a materia 
corante, que fixa-se bem sobre os elementos de sua escolha. 
O microbio do mormo atéent&o rebelde aos outros processos 
de coloragéo, tinge-se bem pela thionina, que é, repetimos, 
uma substancia que presta excellentes servigos em microbia. 

Ha ainda o methodo de Ehrlich, que consiste em deixar- 
se a preparagao mergulhada em uma solugao anilinada, a 
‘frio durante 24 horas, oua quente pelo espaco de 6 horas 
‘apenas. Como descorante Ehrlich serve-se do acido azo- 
tico a 1/3 ou 1/4, solug&o que n&o ataca a coloracio do ba-..’ 
cillo, mas descéra os tecidos. O acido sulfurico tambem 
produz o mesmo effeito ; mas ambos os acidos tém o defeito 
de alterar os tecidos, descorando-os bruscamente. 

Kuahne faz uso de uma cor phenicada. Tratando-se a 


preparagao por um soluto de anilina a 2 % eum pouco de 
acido chlorhydrico, esta solucio pode ficar muito tempo em 
contacto (mesmo a quente) com a preparacio sem alteral-a. 

Km resumo: uma escolha judiciosa dos processos de 
coloragio sé pode ser feita por quem tiver um longo habito 
de manipulal-os e experimental-os na technica microbiana, 
para bem poder comparar as suas vantagens e desvanta- 
gens. 

Se a coloragao do corpo das bacterias é relativamente 
facil, enorme é a difficuldade quando trata-se de por em 
evidencia os cilios vibrateis, os esporos e as capsulas de 
taes micro-organismos ; e como os processos ordinarios de 
coloracio n&o servem para 0 caso, ha necessidade de recor- 
rer a algum artificio. 

Cohn foi o primeiro que tentou colorir os cilios vibra- 
teis das grandes bacterias ; este proposito elle mantinha 
os germens em uma solucao concentrada de pdo campeche ; 
mas Cohn s6 obteve resultados medioeres, porque a colo- 
ragao era muito desmaiada. 

Kohe aperfeigoou o processo, empregando o bichro- 
mato de potassa, no qual deixava mergulhadas as suas 
preparagées durante 24 horas; ainda assim os resultados 
n&o eram completamente satisfactorios, porque certos mi- 
crobios interessantes como o bacillus subtilis, o vibrido do 
cholera e 0 bacillo de Eberth nao mostram os seus cilios por 
este processo. 

Foi ent&éo que Nenhaus, tendo em mente 0 processo 
tio empregado na industria pelos tintureiros, que para 
fixarem us cdres usam de certas substancias, ditas mor- 
dentes, introduzio esse processo na technica da coloragio 
dos cilios. 

Sab ia-se, de facto, que os fios de origem animal, como 
a lane a seda, tomam bem as céres ; outros, porem, os de 
origem vegetal, como o linho eo algodao diificilmente con- 
servam as tintas. E para facilitar a fixagio das cores 
sobre tecidos (esta ultima especie, procura-se sensibilisar 
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a fibra, pondo-a em contacto com um composto metallico, 
que fixando-se sobre ella, comportar-se-4 mais tarde do 
mesmo modo em presenca da materia corante. E’ a esta 
substancia fixadora que chama-se mordente. Os saes de 
ferro, de estanho, de chromo, de anilina e muitos outros 
prestam-se bem ao papel de mordentes. 

Nenhaus servio-se da tinta de escrever que, como 
sabe-se, 6 um tannato de ferro ; com este corpo elle obteve 
bom resultado. 

Loffler, considerando que as tintas teem uma compo- 
sig&o variavel, propoz um liquido assim composto : 


Panini & LOB... cs sca services cave we tus 10 volumes. 
Soluc&o saturada de sulfato de ferro 

ci nani ta eeen v's biesiesxaveoer# cxedesex 5 volumes. 
Soluc&io alcoolica saturada de fu- 

TINE cw we Sin wom os eng ead eo bare 1 volume. 


Apezar de bom, este liquido nao se presta a colorir 
os flagella ou cilios de certos microbios. 

Um simples acaso mostrou a Loffler que ha micro-or- 
ganismos colorindo-se uns em uma solucao acida, ao passo 
que outros exigem um liquido basico. Loffler, por inad- 
vertencia, tendo deixado aberto o frasco contendo a sua so- 
luc&o, notou que esta carregou-se dos vapores ammonicaes, 
que existem sempre de mistura com 0 ar na atmosphera dos 
laboratorios. E ficou verificado que para os_ bacillos 
fluorescente, pyo-cyanico e outros deve-se juntar um acido ao 
liquido ; em quanto que para o B. Colieotyphico é um 
aleali a substancia que se deve incorporar. Loffler toma 
um pouco de cultura, dissolve-a em agua, sécca e faz ent&io 
agir o mordente, antes de mergulhar a preparagao no azul 
de methylene: apezar de tudo a colorac&o nao fica bem 
accentuada. 

Nicollee Morax preconisam 0 seguinte processo : dissol- 
vem-se em um pouco d’agua os microbios de uma cultura 
em estado de pureza; toma-se em uma pipetta uma gotta 
@aquellasoluc&o; estende-se esta gotta sobre uma laminula 


bem limpa que deixa-se sececar ao ar livre. Em logar de 
deixar o mordente em contacto com a laminula durante 
cinco minutos, o que favorece 0 apparecimento de um véo 
que mascara a preparacio (e toda a habilidade é pouca 
para evitar este véo), elles guardam intervallos na applica- 
cao do liquido fixador. Assim, deitam uma gotta do mor- 
dente sobre a preparacao, que é aquecida a uma chamma, 
até o ponto em que se desprendem os primeiros vapores ; 
depois lavam-na e recomecam a operagao duas, tres, qua- 
tro vezes, applicando o liquido mordente pelo modo que 
fica dito. Depois de uma lavagem cuidadosa, terminam 
aS manipulacdes por uma colorac&o, tambem fraccionada, 
pelo violéta de genciana phenicado. 

O Dr. Borrel, preparador do laboratorio do professor 
Roux, substitue para maior commodidade a laminula pela 
lamina, o que facilita muito maisas operacées, n&io havendo 
o risco de poluir-se a preparacio. 

Alguns empregam o lJiquido de Zieh], usando do pro- 
cesso acima descripto. 

Bunge emprega o perchlorureto de ferro a 1/20 eo tan- 
nino nas mesmas proporgodes em que Loeffler usa. 

Van Ermeyen emprega um processo photographico 
muito delicado, mais que dé excellentes resultados. Depois 
de ter feito a diluig&o e de ter espalhado uma gotta sobre 
tuna lamina bem limpae sécca, elle fixao microbio por meio 
do tannato de osmium, deixando este compostoem contacto 
com a preparacaio durante meia hora, ou somente 10 mi- 
nutos a 70° ou 80 grdos. Lava em seguida a preparagao 
com agua disti!lada e mergulha-a em uma solugao sensibi- 
lisadora de nitrato de prata a 0,50 %, ou mesmoal %; 
depois, sem lavar a preparacac, elle immerge-a em um 
banho reductor. Se a coloracio é insufficiente elle re- 
corre de novo ao nitrato de prata e ao banho reductor ; 
depois lava, secca e monta a preparagao. O methodo é bom 
e os resultados seguros, mas exige um rigoroso asseio nas 
manipulacgdes, do contrario nada se consegue de nitido. 


A. composicgio dos liquidos usados por Van Ermeyen 
é a seguinte : 


Acido osmico a 2 %...... 1 parte. 


Fixador..... . 
Tannino 4 20/80 .... ...... 2 partes 


Sensibilisador—Nitrato de prataa... 0,5 % 


Acido gallico...... < wenn 5 grammas. 
Lo | 8 » 
BORO 1s asiebs dasa fnnilide 1b  » 


Agua. fee ceees teeeeeees 350 » 


Os esporos, que so envolvidos por uma membrana muito 
resistente, tomam difficilmeute as céres ; mas estas uma vez 
fixadas difficilmente desbotam. Para colorir os esporos ha 
o methodo de Neisser, que n&o vale a pena descrever, 
porque hoje sé se emprega o de Miller, que lhe 6 muito su- 
perior. Este ultimo consiste em fixar.a preparagao pelo 
alcool] absoluto, prolongando o contacto por cinco minutos. 
Sem laval-a faz-se actuar o mordente, que aqui é uma sulu- 
cao de acido chromico a5 %, tambem durante cinco minu- 
tos. Depois d’isso é a preparacio bem lavada e immer- 
gida no ziehl durante um quarto de hora. A descoloracio 
faz-se pelo acido sulfurico a 3 %, pelo acido nitrico, ou 
pelo oleo de anilina. Nova lavagem e termina-se colorindo 
pelo azul de methylene, afim de que apparega a differen- 
ciaga&o. 

Buchner propée que se aqueca a lamina a 120 gréos, 
porque o calor modifica o involucro do esporo, que assim 
toma melhor a tinta; mas em compensacio as formas se 
alteram, e na verdade isso é um grande inconveniente. . 

Para as capsulas, como as do pneumococco Talamon- 
Fraenckel e dopneumobacillo de Friedlander, bastam ds vezes 
os methodos de colorag&o ordinaria. Friedlander empre- 
gava uma solu¢gao de acido acetico, depois expunha a sua 
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preparacio a uma corrente de ar e uma vez sécca, elle a 


coloria sem lavar. 
Ribbert usa da seguinte mistura : 


PTs ce sci cgeh ea tacemiteuiee 100 grammas 
PGC A DOP iy sss cocci ains cer 50 » 
ACIIO ALBHICO, 2.0. sccrrmers 12 > 


Aquece-se e junta-se 0 dhalia até 4 saturagio. 


Como complemento deste capitulo sobre a colorac&io 
dos microbios e seus orgaos locomotores damos a lista das 
cores e as formulas mais usadas nos laboratorios de bacte- 
riologia. 

Fuchsina. 
Vermelhas 4 Rubina. 
Vermelho diamante 


Violeta de genciana. 
Violeta de methyla. 
Violetas... ((1 B, 5 B, 6 B) 
] Krystall-violeta. 
Cores basicas, Violeta-dhalia. 
A 
Azul de methylene. 
AZUES: os sa 
Azul Victoria. 
Verde......--Verde de methyla. 


. Vesuvina. 
\ | Pardo de Bismarek. 


Cores da anilina 


Acido picrico. 
Tropeolina, 
Fluoresceina. 


Safranina. 


CGPOS BETAS occ ns cess on cones wrseen 
H | 
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FORMULAS : 


AZUL DE LOFFLER 


Potassa a 1/10,000.. siasiige 3 ¢. ¢. 
Sol. alcoolica de aan ‘a matirytenes le. ¢. 
LICOR DE ZIEHL 
UBB ace acarnacatverreas orm vee 1 gramma. 
Aleool absoluto................... 10 grammas. 
Agua phenicada a 5% .......... 100 grammas 
LICOR DE GRAM 
BU Oe BND ANA cise: 19 ver orenadananss eee ne® 10 «& @ 
Alcool absoluto.. rer Be lee. 
Sol. alcool. sat. as svnilisin ale genciana.. 16¢. ¢ 
LICOR DE EHRLICH 
(A) 

PI Od cherry ee eens TB Be 
Aleool absolite.... 205 ccccsaresessscersenueasece lee. 
Sol. alcool. de fuchsina...............seeeeevees lec. 
(B) 

Agua de anilina.. 9¢. ¢ 
Alcool absoluto.. ot ow 1h Be 
Sol. alcool. sat. dis scinilain cep genciana.... lee. 
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AZUL DE ROUX 


(A) 
Violeta de dhalia.............. 1 gramma 
Pe | ne 10 grammas 
Agua distillada’............... 90 grammas 
(B) 


Verde de methyla.............. 1 gramma 
Alcool a 90°..........5.......- LO grammas 
Agua distillada............... 90 grammas 


O azul obtem-se pela mistura de um terco da solucio A com dous 
tercos da solucaio B. 


PICRO-CARMIN 


(Orth) 
Agua sat. de acido picrico.............68. 1 volume 
Solucio de carmin de Orth..:.......... 1» 


INOCULAGOES EXPERIMENTAES 


SUMMARIO — Preparacao das materias a ino- 
cular. — Seringas. — Os animaes : maneira 
de contel-os.—Escolha da regiao a inocular. 
—Utilidade de ensaios em varias especies.— 
Quantidade de virus a injectar. — Asso- 
ciacao de diversos virus.— Gaiolas para os 
animaes inoculados. — Limpeza e conser- 
vacao dos instrumentos. 


Para estudar-se convenicntemente. as molestias infec- 
ciosas é preciso fazer-se inoculagdes nos animaes. 

Estas inoculagées s&io verdadeiras culturas microbia- 
nas e 0 aniinal torna-se precisamente um meio de cultura ; 
pelo que 6 claro, que ellas devem ser feitas nas mesinas 
condigées de rigorosa pureza que sobre os meios ordinarios, 
solidos ou liquidos. E nos animaes revestem as culturas 
um caracter de maior relevancia, viste como trata-se de 
observar os symptomas de um determinado microbio. 

A technica a seguir nao 6 complicada : supponhamos 
0 virus a inocular-se proveniente de uma cultura liquida. 
Por meio de uma pipetta previamente passada pela chamma 
de um bico de gaz ou de uma lampada de alcool, recolhe-se 
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um pouco da cultura e deposita-se em ui calix previa- 
mente esterilisado. 

Feito isto e antes de qualquer inoculagéo ou injeccao 
no animal, é de rigorosa necessidade que o experimen- 
tador adquira a certeza de que a sua cultura é realmente 
pura e para isso elle a examina ao microscopio de modo 
completo e consciencioso. 

Aqui cabe lembrar outra precaugio que nunca deve ser 
despresada :—éa de esterilisar-se a pipetta immediatamente 
depois de servir-se d’ella, fechando-a 4 lampada para evitar 
a projeccao de qualquer gotta do liquido virulento sobre a 
meza de trabalho, 0 que poderia produzir casos terriveis de 
contagio. Depois deve-se collocar a pipettaem vaso apro- 
priado para ser mais tarde esterilisado com o seu contendo, 
pelos processos j4 descriptos. N&o é demais insistir-se so- 
bre a grande importancia d’estas precaucdes contra a pos- 
sibilidade de um contagio accidental. 

O calix contendo o nosso virus deverd ser immediata- 
mente coberto com um pedagode papel buvard, o que evi- 
tard a queda de poeiras atmosphericas sobre o liquido. 
Quando se tiver de carregar a seringa de injeceio nao se 
deve levantar 0 papel : basta atravessal-o com a agulha 
e aspirar o liquido. 

Em seguida, estando o animal bem contido, lava-se a 
regiao em que se tem de operar com um liquido antiseptico 
e enxuga-se com papel de seda esterilisado e nunea com 
esponjas. 

Se trata-se de uma simples injeccio hypodermica nada 
mais tem-se a fazer do que pratical-a como qualquer injec- 
giao sub-cutanea ordinaria. Se 6 uma injeceado intra-ve- 
nosa pde-se a veia saliente pela compress&o e introduz-se 
a agulha. 

O operador ter4 sempre a seu lado grande provisio de 
pedacinhos de papel de seda esterilisado que substituird a 
esponja em todas as occasides em que d’ella houver ne- 
cessidade, 
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Si se tiver de fazer alguma sotura eo fio for o cat-gut, 
sera este esterilisado por um processo especial :—exp6e-Se 0 
fio aos vapores de alcool e guarda-se-o em tubos fechados, 
contendo caldo esterilisado ; porque se qualquer germen 
existir por acaso no fio, ou no intestino que servio para pre- 
paral-o, pode proliferar no caldo, e ent&éo no aspecto turvo 
deste tem-se um criterio seguro para julgar-se, pela sim- 
ples inspeceéio, das mds condigées do fio, que deve ser 
n’este caso rejeitado. 

Se a cultura ésolida toma-se uma espatula de pla- 
tina (sempre previamente esterilisada) e com ella reco- 
Jhe-se uma pequena parcella da cultura, que dilue-se em 
agua ou caldo esterilisado, esmagando-a de encontro ds 
paredes do calix. 

Quandoo virus deve ser recolhido de um animal morto, 
corta-se o pello d’este, queima-se a pelle da regiao em que 
se tem de operar com um ferro em braza e introduz-se a 
pipetta exploradora. As mesmas precaucdes sao indis- 
pensaveis quando se quer recolher 0 sangue de uma viscera 
qualquer : depois de autopsiado o animal é preciso sempre 
esterilisar, pela queimadura, a superficie do org&io por onde 
a pipetta tem de penetrar. 

O instrumento usado geralmente para as inoculacdes 
éaseringa de Pravaz, de dimeusdes variaveis ; mas foi 
preciso introduzir-lhe uma modificag&o na materia que 
reveste o piston, sendo 0 ecouro proscripto, porque nao se 
presta a uma desinfecedo seria, sem estragar-se. 

Actualmente ha excellentes scringas correspondendo 
perfeitamente 4 rigorosa asepsia que exige a technica ba- 
cteriologica: entre outras basta-nos citar a seringa de 
Straus-Colin, cujo embolo é constituido pela substancia 
medular do sabugueiro (moelle de sureau) ; esta substancia 
resiste, sem se alterar, 4 desinfecgao no autoclave. O Dr. 
Roux propoz a agulha de platina iridiada, que nao oxyda-se. 

Os animaes destinados ds experiencias devem ser con- 
tidos, seja por um ajudante, seja por meio de apparelhos 
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especiaes. Ha uma infinidade de apparelhos para este 
fim ; uns mais simples, outros mais complicados, alguns 
cheios de dispositivos mais aparatosos do que uteis, ao 
passo que os ha tambem de grande simplicidade e muito 
praticos ; n’este numero incluiremos as pingas para conter os 
coelhos, cobayos e ratos, que subjugando completamente 
esses pequenos animaes, evitam que elles mordam 0 experi- 
mentador, que pode ent&o trabalhar muito commodamente 
eem qualquer posigao, com todaa calmae seguranga. Ape- . 
zar de tudo, diz o professor Roux, um dos melhores appa- 
relhos contentivos ainda é um bom servente de laboratorio. 

Ha toda a vantagem em experimentar sobre um grande 
numero de especies animaes. Certos microbios que n&o 
agem sobre algumas especies, cultivam-se pelo contrario 
muito bem em outras; porque cada especie reage ao seu 
modo sobre os diversos virus. 

Portanto quem introduzir na technica bacteriologica 
um animal novo deve ter o reconhecimento dos experimen- 
tadores. Os grandes animaes como o boi, 0 cavallo, 0 asno 
prestam-se bem as inoculagdes; mas nas experiencias de 
laboratorio, n&o somente pelo seu custo elevado, difficul. 
dades de contel-os, carestia da alimentagiv, como tambem 
pela falta de espago para alojal-os, esses animaes s&o postos 
de lado ; assim como, ainda que em menor eseala, os carnei- 
rose os c&es, que nao offerecem as facilidades dos coelhos, 
cobayos, ratos, camundongos -(souris), pombos, que sio os 
animaes geralmente preferidos. 

A regido a innocular-se varia com o animale com a 
quantidade de liquido que se quer ou se deve injectar. 

Tauto quanto possivel deve-se escolher um ponto que 
n&o possa ser attingido pelo animal, de odo queeste n&o 
possa lamber nem arrauhar o logar inoculado ; condigées 
difficilmente realisaveis, devido 4 conformacgio anatomica 
da maior parte dos animaes e 4 facilidade de movimentos 
de que sao elles dotados. 

Muitas vezes é util fazer inoculagdes na orelha do 
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coelho. Esfregando-se aorelha, ou lavando-se-a com agua 
quente, as veias (esta regiio intumescem, bem como as 
arterias, deixando se ver por transparencia ; comprime- 
se a orelha pelasua base e faz-se a injeecto. Acabada esta 
deve-se lavar immediatamente a seringa, porque as mate- 
rias albuminoides coagulando-se vaio obstruir a agulha. 

Nos pequenos animaes, como os ratinhos (camundon- 
gos), ¢ preferivel fazer a injeccio na jugular, que é um 
vaso calibroso e portanto mais facil de manejar. 

As injeegdes podem ser tambem intra-musculares, in- 
tra-peritoneanas, intra-craneanas, ete. Suas denominagdes 
estao indicando as diversas technicas a seguir-se. 

Querendo-se praticar uma injecgto tracheal, p6e-se a 
trachéa a descoberto e faz-se atravessar a sua parede ante- 
rior pela agulha da seringa injectando-se pouca quanti- 
dade de liquido e sempre abaixo do larynge, afim de evitar 
os reflexos e a suffocacao. 

As injeccdes intra-oculares sto de grandes vantagens, 
norque pode-se ver e acompanhar o desenvolvimento da 
eultura, que faz-se muito bem no humor aquoso ; pode-se 
nao somente seguir dia a dia o desenvolvimento da cul- 
tura, como até retirar (ella, de tempos a tempos, peque- 
has porgdes. Mas sempre que se tiver de fazer uma in- 
jecgao Vesta natureza deve-se deixar correr primeiramente 
um pouco do liquido da Camara anterior para evitar a 
tensao quese daria infallivelmeute no olho do animal pelo 
augmento de liquido resultante da injecgao. 

As injeecées na cauda dos ratos constituem um_ pro- 
cesso commodo, sob varios pontos de vista, sobrelevando 
o de poder-se «A vontade ir amputando suceessivamente o 
appendice caudal, quando ha n’isso conveniencia. 

Querendo-se introduzir o virus na eavidade estomacal 
pode-se reunil-o aos alimentos, ou entao por meio da sonda 
esophagiana fezel-o chegar ao estomago. Tratando-se de 
pequenos animaes, como por exemplo 0 cobayo, este pro- 
cesso ultimo deve soffrer uma ligeira modificacio : em vez 
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da sonda esophagiaaa deve-se usar de uma sonda urethral 
de gomma elastica n°. 6 ou 8, da escala de Charriére: No 
acto da introducc&o deve haver todo o cuidado em evitar-se 


a trachéa- 
A quantidade de virus a iujectar deve merecer toda a 


attenc&o, verificando-se com cuidado a graduag&o da serin- 
ga. Certos virus tém uma actividade assombrosa : basta 
lembrar que uma cente-millionesima parte de wm centimetro 
cubico da toxina do tetanos pode causar accidentes graves. 
Essa quantidade de virus varia naturalmente com o 
tamanho ou peso do animal e conforme os resultados ob- 
tidos pelas primeiras inoculacgées. A idade das culturas 
e a resistencia individual dos animaes tém tambem sua in- 
fluencia ; mas a este respeito nada se pode precisar de 
ante m&o e nenhuma regra nos é permettido formular. 
Um virus inactivo por si mesmo pode, associado a 
outro, ficar com as suas propriedadesexaltadas ; e pode ainda 
ter acgio sobre uma especie animal anteriormente insensi- 
vel ao virus, ou mesmo ficar attenuado em seus effeitos. 
Sao questées a estudar-se em cada caso em particular. 
Como exemplo podemos citar 0 carbunculo, a cujo. micro- 
bio é 0 coelho refractario ; maso micro-bacillus prodigiosus, | 
que por si mesmo é inoxio, injectado ao mesmo tempo que 
0 bacillo do carbunculo no coelho, produz a molestia n’ esse 
animal. Ha varias combinagées n’esse genero. 
Finalmente os animaes devem ser guardados em gaio- 
las ou pequenas jaulas e grupados por especies. Certos 
compartimentos sé deverao conter animaes inoculados com 
oO mesmo virus, principalmente se este é contagioso, como 
équasi a regra geral. AS gaiolas devem ser metallicas, 
de modo a poder-se laval-as largamente e esterilisal-as 
pelo fogo. Seraéo ainda collocadas de maneira que as 
dejecgées dos animaes de umas n&o caiam sobre as outras. 
Quanto aos animaes, 6 claro que serao mantidos nas 
melhores condigdes hygienicas, e bem alimentados ; a 
menos que, com o intuito experimental, queira-se enfra- 
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quecel-os, dando-lhes uma rag¢ao insufficiente e um accres - 
cimo de trabalho. 

Para conservar-se os instrumentos ao abrigo da ferru- 
gem sao elles collocados em uma caixa especial de fundo 
duplo, contendo uma solug&o de agua e borax, na razio de 
3%. Osinstrumentos estao sempre mergulhados n’esta 
soluc&o e sé sahem d’ahi quando se tem de trabalhar com 
elles ; acabado o trabalho voltam os ferros ao seu banho, 
que é levado 4 ebullic&o. De tempos a tempos é preciso 
renovar a agua que se evapora; porque a quantidade de 

‘borax permanece semprea mesma. Esta pratica é cor- 
rente nos varios laboratorios do Instituto Pasteur e os ins- 
trumentos conservam-se indefinidamente isentos de fer- 


rugem. 
Este capitulo poderia ir muito longe se quizessemos 


fazer a descripgao de apparelhos e processos meticulosos, 
porem de utilidade muito contestavel ; sendo verdade que 
os mais simples s&io justamente os melhores. O ponto capital 
porem, é que tanto os instrumentos como as manipulagdes 
assentem em uma asejsia rigorosa ao excesso. 

Os cuidados de asseio e a preoccupacgio de uma pu- 
reza completa dominam toda a technica bacteriologica em 
geral e das inoculagdes em particular. 
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MICROBIOS DO AR 


SUMMARIO—Poeiras e microbios do ar.—De- 
monstracio de sua existencia. — Analyse 
do ar contendo germens.—Contagem d’es- 
tes.—Maneira de semeal-os.—Inconvenien- 
tes dos meios gelatinados.—Experiencias 
de Miquel..—Influencia das estacdes—Ar 
dos aposentos; dos hospitaes; das montanhas; 
do mar.—Ar expirado.—Germens pathoge- 
nicos.—Variagdes dos germens durante as 
horas do dia.—Apparelhos registradores. 


O ar que respiramos, apezar de seu aspecto transpa- 
rente, 6 carregado de poeiras, de germens e de impurezas 
de toda especie. Para nos convereermos deste facto basta 
examinar um raio de sol penetrando em um quarto escuro ; 
ahi veremos dansando em suspensao milhdes de corpus- 
culos que a luz torna visiveis, n’aquellas condicées. 

Trata-se agora de conhecer a natureza, a forma, acom- 
posigao chimica, a historia natural (’essas poeiras que nds 
introduzimos nos pulmées. 

Se collocarmos em um aposento, onde ninguem va habi- 
tualmente, uma placa de vidro sobre um movel qualquer, 
no fim de algumas horas esta placa, que antes era perfei- 
tamente limpa, ficaré coberta de poeira. 
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Se aquecermos a poeira até 4 calcinacéio em uma capsula 
de platina, notaremos pelo cheiro, que ahi ha materias: 
organicas. 

Em Pariz verifica-se que, em um metro cubico de ar 
aS poeiras, depois de calcinadas, fornecem um residuo pe- 
sando em media de 5 a 8 milligrammas. Entretanto esses 
resultados variam com o estado de seccura ou de humidade, 
com aS varreduras, ou com qualquer movimento no ar. 

N’aquella cidade em tempo secco, obtem-se até 25 cen- 
tigrammas por metro cubico ; ao passo que depois de uma 
chuva, que tenha, por assim dizer, lavado a atmosphera, 
acarretando as poeiras, encontram-se apenas 6 miligrammas. 

AS poeiras examinadas #0 microscopio apresentam os 
elementos os mais variados : crystaes de sal marinho e de 
sulfato de soda, particulas de pedras calcareas, restos de 
pennugem de azas de insectos, esporos de mofos, graos de 
pollen, de amydon, pedagos de fios de 14, esporos de bacte- 
rias, corpusculos opacos diversos e muitos outros. 

A presenga de germens microbianos nas poeiras atmos- 
phericas foi demonstrada em 1862 por Pasteur em sua ce- 
lebre memoria intitulada «Germens organisados da atmos- 
phera». Elie o demonstrou recolhendo sobre algodio essas 
poeiras e semeando-as em meios esterilisados. 

Condensando-se na superficie fria e esterilisada de um 
corpo qualquer quea isso se preste, o vapor da atmosphera 
(que 6 sempre carregado dessas poeiras) e semeando-se a 
agua de condensacéo em um meio apropriado, obtem-se 
igualmente culturas que demonstram o facto. 

Na mesma serie de experiencias Pasteur demonstrou 
que, muito mais numerosos perto do solo, esses germens 
tornani-Se mais raros e desapparecem mesmo, 4 medida que 
se vai subindo uma montanha, ou que se attinge alturas 
consideraveis em bal&o ; demonstrou tambem que na at- 
mosphera maritima ellas n&o existem e que na visinhanga 
das habitagdes sfo mais numerosas do que nos campos. 

Pasteur servia-se de um balao de gargalo comprido, e 


terminado em ponta muito afilada ; enchia-o de agua de le- 
védo e fazia ferver. O vapor sahindo pelo orificio aper- 
tadissimo do bico do bal&o adquiria uma press&o sufficiente 
para arrastar todo o ar contido no interior. Terminada a 
esterilisagio era a ponta do gargalo fechada ao magarico. 

Pasteur preparava por este processo até 100 baldes ao 
mesmo tempo e transportava-se com elles ao logar onde 
tinha de fazer a analyse do ar, operando da seguinte ma- 
neira : primeiramente passava a extremidade do gargalo 
do balio pela chamma de alcool e com uma pinga tambem 
esterilisada por esse meio rapido, elle quebrava a ponta 
afilada do vidro. Pela abertura o ar penetrava tumul- 
tuariamente com os seus germens no interior do vaso: este 
era de novo fechado ao magarico e collocadoem uma es- 
tufa, onde no fim de alguns dias os germens comecavam a 
proliferar. 

As vezes era necessario prolongar a permanencia da 
cultura na estufa até por 30 dias ; isso porque certos espo- 
ros, que ha longo tempo fluctuavam na atmosphera e 
tinham passado ahi por varias vicissitudes, perdiam um 
pouco de sua vitalidade e s6 muito difficilmente readqui- 
riam 0 vigor primitivo. 

Posteriormente outros experimentadores imaginaram 
varios processos, que afinal de contas n&o sto mais do que 
variantes dos principios estabelecidos por Pasteur. 

- Houve uma epocaem que tambem estiveram em uso 
oS aeroscopios. Miquel inventou um d’esses apparelhos 
muito engenhoso, trazendo um contador de ar; mas tanto 
este como os outros apparelhos congeneres, foram logo 
abandonados porque n&o deraim resultados precisos. 

Provada a existencia de germens na atmosphera foi 
preciso contal-os, 0 que nao era difficil fazer desde que 
esses germens fossem collocados em condigées de se desen- 
volver em colonias, sobre meios solidos ou liquidos. 

Outr’ora sé estes ultimos meios eram empregadus ; 
elles apresentavam .grandes inconvenientes, porque se 0 


meio era acido as bacterias n&o proliferavam ; se era alca- 
lino os mofos n&io appareciam. 

Miquel servia-se de um _baléo contendo caldo e munido 
de duastubuladuras. Por meio de um contador elle aspi- 
rava o ar que, passando pelo liquido, vinha misturar-se 
com este ; depois, voltando ao Laboratorio Miquel repartia 
o caldo assim arejado, por uns cincoenta tubos esterelisa- 
dos; era ent&o possivel contar em cada um d’esses tubos 
de cultura a quantidade de germens ahi existentes. 

Para evitar-se a proliferagao dosgermens (0 que traria 
necessariameute a confus&o e nullificaria os calculos) em 
lugar do caldo, emprega-se hoje a agua distillada, conser- 
vando-se, alem d’isso, os vasos de cultura em geleiras. 
Miquel tambem opera em matrazes de fundo chato com 
duas tubuladuras, nos quaes mergulha-se uma pipetta ter- 
minada na parte superior por uma cobertura especial e 
obturada por uma bucha de algod&o. 

Todos estes methodos teem por fim receber um certo 
volume de are repartil-o por tubos de cultura para faci- 
litar a contagem. 

Koch lembrou-se dos meios solidos ; em uma primeira 
experiencia abandonou simplesmente ao contacto do ar 
uma placa nutritiva, sobre a qual os germeus poderam 
desenvolver-se ; mas lhe foi impossivel contal-os. 

Mais tarde este methodo do Koch passou por um aper- 
feigoamento com o apparelho de Hesse :— um longo tubo 
contendo gelatinaem torno de suas paredes, como nos tubos 
de Esmarch, no qual passa uma dada porc&o do ar a exa- 
minar, eis em que consiste este apparelho. 

Muitos outros apparelhos vieram depois: o de Fran- 
kland, em que uma pasta de algodao retinha os germens ; 
ode Petri, onde o algod&o era substituido por areia, a que 
mais tarde elle juntou gelatina ; o de Straus e Wurtz que 
compunha-se de um tubo em U onde intreduzia-se gela- 
tina liquefeita em um dos ramos ; fazia-se passar em se- 
guida uma corrente de ar que entrava por um dos ramos 
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esahia pelo outro; por meio de uma gotta de oleo evitava-se 
que se formasse espuma por occasiao da passagem fo ar: 
A gelatina aspirada pela pipetta era espalhada sobre pla- 
cas @ a parte que ficava adherente ads paredes era contada 
directamente como no apparelho de Hesse, sendo este re- 
sultado reunido ao que se obtivera nas placas, para cousti- 
tuir asomma total. 

Todavia eses diversos methodos teem os mesmos incon- 
venientes, porque empregam a gelatina e os resultados 
obtidos n&o s&o os mesmos ; apenas podem ser comparados 
uns com os outros, isso quando se tem empregado 0 mesmo 
apparelho ; Wahi a necessidade indeclinavel de indicar-se 
sempre o processo de que servio-se 0 analysta. 

Actualmente Miquel—o conhecido bacteriologista do 
observatorio de Montsouris, sob o nome de methodo mixto, 
emprega 0 Seguinte processo: faz passar pelo interior do 
seu antigo matraz (de que ja nos occupamos) um jacto de 
ar que vai misturar-se com agua existente no vaso; em se- 
guida semea o liquido em uma serie de tubos de agar-gela- 
tinado. 

O contetido desses tubos é derramado sobre placas, 
ou nos matrazes de Erlemeyer, que, como é sabido, s&o 
wna modificagio do bal&o- Pasteur 

Logo que o agar-gelatinado solidifica-se pela baixa 
temperatura, Miquel colloca os seus vidros na estufa e vai 
observando diariamente o que se passa no fundo dos vasos. 

O sulfato de soda tambem serve para recolher os ger- 
mens: comeca-se por deshydratal-o e reduzil-o a um po 
fino ; colloca-se este pd em um tubo entre duas camadas de 
algodio, passando-o antes pelo tamiz esterilisado no bico 
de Bunzen. Deixa-se ent&o passar o ar que se quer ana- 
lysar atravez d’essa bucha; sobre o sal nao ha risco de que 
os germens se desenvolvam. Os tubos poderaio ser assim 
conservados durante muito tempo e ser transportados de 
um logar para outro, em wna viagem de estudos. Este en- 
genhoso processo é devido a Pasteur; Miquel, porém, com- 
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‘pletou-o introduzindo as rolhas de vidro que fecham os 
tubos. 

A natureza dos microbios varia, conforme se examina 
o ar de uma cidade ou o do campo. As diversas horas do 
dia e as estacdes do annoinfluem tambem sobre a qualidade 
e sobre a quantidade dos germens. 

Em seguida damos um quadro das médias annuaes en- 
contradas no decennio de 1881 —91 e referindo-se 4 quan- 
tidade e qualidade dos germens contidos em um metro cu- 
bico de ar recolhido em Pariz, n&io sé na Praca de Saint- 
Gervais, que fica no centro da grande cidade, como no 
Parque de Montsouris, situado em um quarteirio excen- 
trico para o lado do sul da mesma cidade. 


PRACA DE S. GERVAIS 


Bacterias—4970 -—Mofos—1490. 
Relag&o entre as bacterias e os mofos: 
100 


Total dos QerMen............. csessesssereeers 6.280 


PARQUE DE MONTSOURIS 


Bacterias—345—Mofos—210. 
Relagées entre as bacterias e os mofos : 
100 


Total dos germens.. eT reer 555 

FB notavel a aiffenenoa satin oS germens existentes no 
ar do centro da grande cidade e em um dos pontos da pe- 
ripheria. Esta regra applica-se a todas as cidades. 

Nos hospitaes, por causa da grande agglomerac&o de 
pessOas em um espago relativamente acanhado, os germens 
sio em numero consideravel. 
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Dos estudos comparativos do professor Straus feitos na 
sala Michon, do hospital da Pitié € na sala da Mairie do 4° 
arrondissiment, que lhe fica muito proxima, durante os 
mezes de Margo a Novembro de um mesmo anno, resulta 
© seguinte quadro de germens encontrados em um metro 
cubico de ar: 


SALA MICHON ! MEZES SALA DA MAIRIE 
— | - Ba Poy Z 
11,000 | Mareo.......66 00.4 750 
PU MOO 1) Bort oe ventqnen cong 950 
TQO00- | Mi aiGe. serene hehe aie 1,000 

4,500 | Jopnh@.. .... s..... 1,550 
5,800 LE rote xaies ogee eres 1,400 
5,540 , Agosto...... be elcatew: 900 
10.500 Setembro... ......: 990 
12,400 | Outubro... 2... 1,070 
15,000 | Novembro.......:.. 820 


Nos hospitaes, como de resto por toda a parte, os ger- 
mens introduzidos com o ar nos nossos pulmdes nao sio 
mais devolvidos 4 atmosphera, por oceasiao do movimento 
expiratorio, como demonstrou Straus, que verificou pela 
analyse do ar expirado a n&io existencia ahi de um sé ger- 
men. Effectivamente os germens sio destruidos, ou antes 
digeridos, pelas cellulas migratorias do pulm&o, e as poei- 
raS mineraes sA0 na maior parte expellidas pela tosse. 

O ar tambem transporta peucos germens pathogenicos, 
e ainda assim n&o os pode conduzir muito longe com a 
virulencia propria desses micro-organismos ; virulencia 
que attenua-se em presenca da luz e do oxygenio, que dis- 
troem um grande numero de especies. 

Destes factos conclue-se que a contaminagao pelo ar é 
muito rara, nio somente pela quantidade diminuta de ger- 
mens viruleutos ahi contidos, como tambem porque o con- 
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tagio sé pode dar-se a distancias muito pequenas, em um 
raio muito curto, partindo do féco de infecgao 
Sob o ponto de vista da morphologia é esta a propor- 
cio de germens encontradosem determinado volume de ar: 


TE cenccss id en axa dane ssn 75 % 
ET en ceccnseronies Sito Sins odo wspaiccanala dae 10 % 
Mer ee ee a ninelng eats a 15 %G 


Em certas profissdes est&o0 oS operarios expostos a 
adquirir preumoconioses resultantes da inspirag&io de poei- 
ras especiaes, como aconiece com os que trabalham em 
pedra, carv&o, ete. 

Aqueiles que manejam o lixo podem introduzir em. 
seus pulmdes, por intermedio do ar respirado, o germen 
da tuberculose ; do mesmo modo que podem adquirir 0 car- 
buneulo (como ha tantos exemplos) os que trabalham na 
1& e mesmo nas pelles. 

Fora, porem,. d’essas poucas circunstancias especiaes 
esta hoje bem estabelecido que os casos de contaminagio 
pelo ar s&o raros, ao contrario d’aquillo que se acreditava 
outr’ora. 

Este facto ainda € provado pelos apparelhos regis- 
tradores, que, entre myriadas de corpusculos — germens, 
fixam apenas algumas raras bacterias pathogenicas. 

Sirva o conhecimento d’esses factos para tranquillisar’ 
aS populagdes em tempos de epidemia, ensinando a cada ' 
um aconducta prudente a seguir, que 6 evitar na medida 
do possivel de approximar-se sem necessidade dos fécos 
pestilenciaes, sem entretanto hesitar um sé momento em 
soccorrer os atacados, quando os deveres sociaes e os prin- 
cipios de humanidade o exigirem; os que se acharem 
nestas condigdes perigosas, mas nobilissimas, encontrario 
na hygiene meios poderosos para neutralisar uma conta- 


minagao possivel. E’ preciso ser-se prudente, mas nao 
pusillanime. 


ee Oe 


MICROBIOS DAS AGUAS 


SUMMARIO—~Insufficiencia da analyse chimica. 
—Quantidade e qualidade dos germens.— 
—Experiencias de Pasteur.__Modo de reco- 
lher a agua’a examinar.— Ensaios prelimi- 
nares..-Methodo das sementeiras fracciona- 
das em caldo.—Placas de gelatina.—Me- 
thodo de Miquel.—Exame chimico auxiliar 
do exame bacteriologico.—Aguas de rio.— 
Agua de alimentacio de Pariz.—Aguas dos 
pocos.— Aguas dos esgotos de Pariz.— Sua 
purificacio uos campos de cultura.—Filtra- 
cao das aguas potaveis..—Desinfeccfio pelo 
calor.—Influencia do ar e da luz.—O ozona. 
—Microbios no gelo; na agua distillada ; 
nas aguas gazozas.—Aguas potaveis e epi- 
demias.—Estudos relativos ao assumpto. 


Até bem pouco tempo quando se queria fazera analyse 
de uma agua, indagava-se simplesmente qual a quantidade 
de materias organicas e de saes nella contidos ; procurava-se 
saber tambem se esta agua dissolvia bem o sab&io, fazendo 
espuma e se cosinhava os legumes. Satisfeitas estas con- 
digdes a agua era declarada potavel : no caso contrario era 
tida como imprestavel para a alimentacao. 
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A bacteriologia veio mostrar, porém, que uma agua 
proclamada pura pela analyse chimica pode offerecer os 
maiores perigos, se contiver germens pathogenicos, que em 
grande numero de casos fazem da agua o vehiculo que os 
conduz ao interior do nosso organismo. 

E claro que uma agua contendo uma grande quantidade 
de materia organica (e os microbios sio organisados) deverd 
com raz&o ser considerada menos s&; mas 0 inconveniente 
seré muito mais serio se apreS n¢adegermens pathogenicos 
for demonstrada. 

Na especie a qualidade tem mais valor do que a quan- 
tidade ; sendo na verdade indifferente introduzirmos no 
nosso tubo digestivo, que contem milhdes de bacterias, 
mais alguns microbios, desde que estes n&o sejam os vibrées 
do cholera, ou os bacillos da febre typhoide. 

Ea Pasteur e Joubert que se devem as primeiras ana’ 
lyses microbianas da agua; todos os processos empregados 
hoje derivam d’aquelle que em 1878 foi posto em pratica 
pelos dous experimentadores. 

Quando se deseja examinar uma agua, sob o ponto de 
vista vacteriologico toma o analysta um bal&o da capaci- 
dade de 150 a 300 grammas e, esterilisando-o previamente, 
enche-o com a agua a analysar. 

O professor Roux insiste particalarmente sobre a con- 
veniencia de cada um fazer por si mesmo esta operacio de 
recolher agua nos mananciaes, ou no ponto em que deva 
ser tomada, e nunca confiar na agua remettida, mesmo 
pelas autoridades; porque séo indispensaveis precaugédes 
que afastem qualquer possibilidade de contaminaci&o di- 
versa d’aquella que aagua jé tinha experimentado ; e essas 
precaugdes sé podem ser tomadas por quem tenha o habito 
das manipulagdes bacteriologicas, cuja technica exige a 
maior pureza, conforme tantas vezes temos repetido no de- 
curso d’este trabalho. 

E assim que o vaso deve ser envolvido em papel buvard 
e arrolhado, tudo segundo a pratica das esterilisacées ; 
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quandy o operador tiver de enchel-o o fardé contra a corren- 
teza, mergulhando-o bem abaixo da superficie, para evitar 
tanto quanto possivel as poeiras e os detritos fluctuantes. 

Uma vez cheio e arrolhado, sera o vaso cercado de 
gelo para impedir-se a pullulagéo dos germens existentes 
na agua, durante o trajecto para o laboratorio. 

E de facto a proliferac&io faz-se com extrema rapidez ; 
para prova ahi val o quadro, organisado por Miquel, dando 
o desenvolvimento de germens, segundo a temperatura e 
em um centimetro cubico da agua do rio Dhuis, que abas- 
tece Paris: 


HORA TEMPERATURA | BACTERIAS 
| 
| 
| 
12 16 griios e 6 dee........ te 57 
1 1/2 10 oe BE - cicnine | 143 
3 : 20 » »Q » | 465 
| 


De volta ao laboratorio (conservando-se sempre aegua 
na geleira) faz-se um ensaio preliminar ligeiro para co- 
nhecer-se approximativamente a riqueza da agua em micro- 
bios, o que facilitarA muito a analyse definitiva. 

Para isso procura-se uma pipetta graduada, de modo 
que dé 20 gottas por centimetro cubico. 

Toma-se um centimetro cubico da agua a examinar e@ 
mistura se a $9 centimetros cubicos de agua esterilisada: 
obtendo-se uma diluigio de 1%. Com a pipetta toma-se 
outro ¢. eubieo desta diluigéo e semeam-se 10 tubos com 
uma gotta da diluigio para cada tubo: os tubos sao em se- 
guida colloeados na estufa. Tendo-se em vista que em 24 
horas desenvolve-se apenas a quarta parte dos microbios; 
um ecaleulo approximado nos fara saber que se dous germens 
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se tiverem desenvolvido em cada tubo, com uma incubagio. 
mais longa podoriamos ter 8 germens por tubo; e tendo-se 
ainda presente que a diluig&o é cem vezes menos povoado 
do que a agua que lhe deu origem, e que d’esta diluigao 
s6 foram empregados 10 centimetros cubicos, chega-se ao 
seguinte resultado : 


10 tubos 4 8 bacterias sommam 80 germens, que mul- 
tiplieados por 2 déio 160 para cada centimetro cubico da 
diluig&o, ou sejam 16,000 germens para agua a analysar, 

Conhecidos estes dados e dilnindo-se na mesma pro- 
poreao, para no fim de 25 ou 30 dias de estufa ter-se ape- 
naS um germen, ou mesmo nenhum, por cada tubo de caldoy. 
procede-se ao calculo final, ou enumeragao total dos ger- 
biens encontrados em um determinado volume d’agua, que 
em summa é 0 que visa principalmente a analyse bacterio- 
logica d’agua. 

Miguel preconisa o methodo chamado mixto e do qual 
elle serve-se constantemente em suas analyses. Eo mesmo 
processo empregado por aguelle conscieucioso bacteriolo- 
gista para o exame do ar e de que ja tratamos no lugar 
competente. E na verdade é um dos processos mais pra- 
ticos e de resultados mais seguros. 


Eutretanto a analyse bacteriologica d’agua ni&o deve 
andar desacompanhada da analyse chimica, que nao pdde 
ser esquecida: esta serA um complemento, uma confirmacio 
em muitos pontos, da analyse microbiana. 

E assim perguntaremos em primeiro logar ao chimico 
se a agua é arejada, porque certas especies microbianas 
precisam do ar para viver, e uma agua pobre de oxygenio 
servio sem-duvida de meio nutritivo a microbios aerobios. 
Nas condicées médias de temperatura e de pressio, ou me- 
lhor: estando a temperatura a—O-—e a pressio barome- 
trica a—760,—um litro @agua deve conter em média 12 
miiligrammas de oxygenio dissolvido. 

Em Pariz, n’agua do Vanne, sé se encontra 10 milli- 
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grammas. No Scena a quantidade de oxygenio varia con- 
forme o ponto do seu perenrso em que a agua 6 examinada, 
como se vé do quadro abaixo : 


Ponte de Charenton.............. 10 milligrammas 


TYP ask ter eustindwcscearciy LO » 
Ponte de Austerlitz............. 9 » 
TG anaes rece tee rene ens Povn ss ee » 
cA a U8 O40: oe en ere 7 » 


Destes algarismos, cujas fraccées despresamos, resulta 
a certeza de que, apezar da enorme agitacio que experi- 
menta a agua do Sens, pelo movimento constante de innu- 
meros vaporesinhos e bareos de toda a especie que suleam 
o rio, e ainda pelo choque contra as ecolumnas das nunie- 
rosas pontes e finalmente pelas ondulagdes de toda a sorte, 
que concorrem para arejar fortemente as aguas, eStas, ao 
passar por Pariz, recebem um grande contingente de mi- 
crobios que Ihes absorvem 0 oxigenio. 


Portanto uma agua pouco oxigenada terd grandes 
probabilidades de haver nutrido um bom numero de micro- 
bios. 

O chimico nos dira tambem qual o coefficiente de al- 
terabilidade @agua ; isto 6: qual o gréio de rapidez com 
que 0 oxigenio desapparece da agua. A agua do Sena 
depois de 24 horas de repouso e 4 33° de temperatura, tem 
perdido todo o seu oxigenio. 

A agua do Vanne, que alimenta parte da populagio 
parisiense, comparada coma do Sena ao passar pela grande 


cidade apresenta em varias epocas do anno o seguinte re- 
sultado : 


AGUA DO VANNE 


BD We JG.civeesss eto eeewees ILD RL, 
8 dG ABOSUGs an cist wewerssrverssevicce 20 » 


25 de Sete brO.caesscacesaercewnss Bo » 
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AGUA DO SENA 


24 de Setembro........... pment 10 miligrammas. 
1 GG QTD Givicsscase is aressrcensasa 0 » 
16 Ge DUG themsmecims wersmree 8 » 


A differenga desses algarismos explica-se assim: é 
certo que a agua do Vanne n&o deixa de conter microbios ; 
mas ella contem tambem algas verdes que fixam o acido 
carbonico e desprendem oxigenio, sob a influencia do are 
da luz; eaaccao das algas prevalece sobre a dos microbios. 
No Sena, pelo contrario nao ha algas e por isso em pouco 
tempo todo 0 oxigenio tem desapparecido. 

O chimico nos informar4 egualmente sobre a quanti- 
dade de materias organicas contidas na agua. Este ponto 
é muito importante porque as matérias organicas servem 
de alimento aos microbios, ou sao ellas proprias outros 
tantos germens. Cumpre, porem. observar, que os resul- 
tados dessas analyses s6 podem ser comparaveis entre si, 
quando as pesquizas forem feitas pelo mesmo processo ; 
para isso 0 Comité d’ Hygiene de Pariz estabelece que ellas 
deveriam ser feitas sempre pelo processo do permanganato 
de potassio, env um meio alcalino; esse corpo reduz-se, oxy- 
dando aquellas materias 4 ebulicio. 

Pela quantidade de oxygenio roubado ao permanga- 
nato de potassio, em cada litro @agua estabeleceu-se a 
seguinte classificag&o : 


Agua muito pura, ......... 1 miligramma. 
2 2 « 
2 344 » 
DF Ta. tepecierionsene~ iS, Ges » 


Estes dados s&io um pouco arbitrarios, nio ha duvida; 
mas offerecem um criterium relativo para julgar-se da m& 
qualidade de uma agua, e na pratica podem bastar. 

O chimico nos eselareceré finalmente sobre a quanti- 
dade de ammoniaco, de azoto ammoniacal e azoto nitrico 
existente na agua. As materias organicas exydadas pelos 
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microbios d&o ammoniaco, cuja presenca é uma prova de 
que no liquido ainda existem culturas vivas. O azoto ni- 
trico é um producto da transformagao do azoto ammoniacal 
oxydado : sua presenga serve para determinar o passado 
daagua. Ede facto, a existencia de uma grande quanti- 
dade de azoto nitrico indica que trata-se de uma agua pol- 
luida, mas que ja oxydou-se ; uma quantidade ainda maior 
prova que a aguaem quest&io proveio dos esgotos. O azoto 
nitrico 6 um excellente adubo. 

Das analyses feitas nas aguas de fonte que abastecem 
Pariz e nas do Sena (1) em varios pontos do seu trajecto 
por aquella cidade, assim como na agua dos esgotos antes 
e depois da sua depuragao nos campos chamados de épan- 
dage, resuitam os seguintes algarismos, relativos 4 materia 
organica contida em um litro de qualquer @aquellas aguas : 


MATERIAS AZOTO AZOTO 


RIGEM DAS AGUAS 
asia +H | ORGANICAS AMMONIACASL NITRICO 


| 


VOILE, sevyseevewsseese 2 DTULISTAM:s 0,0 2milligr 
TUG 4s is cowexack aoas wees y,1"S 0,0 2,5 
Bena em [vry.es sis. 0,33 0,0 1,8 
Sena em Chaillot.... 34 0,0 1,0 
Esgoto de Asniéres. 35,8 21,1 5,0 
Agua dos drenos..... 1.6 0,0 19,0 


A quantidade de germens contidos ha agua do Sena 
varia com a estagao e com o lugar em que ¢ apanhada; 


(1) Em Pariz bebe-se ordinariamente agua de fonte (Vanne, 
Dhuis, etc.) ; aagua do Sena serve principalmente para a lavagem 
das ruas e sé por uma rara excepcio é empregada para a alimentacao. 
como succedeu em 1895, cujo verao prolongou-se muito; de sorte quea 
administracio foi obrigada, durante uns 50u 6 dias.a introduzir na 
canalisacio geral, servindo a certos qnarteiroes, essa ma agua, 


lt 


as 1G 


isto 6: segundo é ella recolhida pouco antes, durante, ou 
depois de sua passagem por Pariz. FE’ a seguinte a media 
dos germens encontrados em um centimetro eubico a’ aquella: 
agua no anno de 1890 


IVRY AUSTERLITZ CHAILLOT | 


ESTACOES | 
age saree Sh ee Sarees a Sa SS eo > pene emer 
Inverno.......t..0.e 43.500 48.890 | 91.128 
PrRiMATeMt, sesccsas | 26.570 | 33.440 | 71.845 
Outono....... ...08. | 13.710 | 41.665 144.650 
VOTRO.0.0 cence ores 43.640 | 53.965 | 139.070 
Media... 32.530 44.490 | 111.660 


Aqui nota-se 0 inverso do que Se passa no ar: og ger- 
mens sio mais numerosos durante a estac&o das chuvas 
que acarretam para os cursos Vagia os microbios que vio 
encontrando na atmosphera e no seu pereurso pelo solo. 
Ha tambem um outro factor que intervem, embora de ma- 
neira contraria: 60 calor que reina durante 0 verao,- que 
concorre para a pullulagio rapida dos germens existentes 
nas aguas do Sena. 

Quanto dagua de fonte de que se abastece Pariz,é estaa 
quantidade de germens enconutrados em um _ centimetro 
cubico, nas diversas estagdes do anno de 1898: 


ESTACOES | VANNE | Duvls 

| | : 
REDE te eee ‘siegeaiianiineen dat Peis SLs IF aM $ rr saeniaaeipge tie | art yore san wi Sota ier Sis Eee 
DrDe Ort st as cai y cin. aasinepdaaie dacs 12.000 | 3.180 
Primavera | 720 | 2.125 
FOG cass iin. totes Peaien ie tiecvecsn 770 | 635 
Outono ee eee tet ate tee cote eee ete renee ete! 505 | 1.605 
Media........ mies eel 800° 1.820 


i 
I 
isco tceretiaaee Deel ae | 


Ainda aqui nota-se que no inverno é que se encontrs 
maior numero de germens. 

Que se deve pensar da agua dos pogos ?—Situados em 
geral perto dos sumidouros e das latrinas das habitagdes, 
os pogos sto facilmente contaminados pelas infiltragées do 
solo. A agua de tal procedencia deve ser declarada mi: 
oO mais que se pode fazer on conceder é considerar menos 
severamente a agua dos pogos revestidos de paredes metal- 
licas, que nao permittam as infiltragdées das cireumvisinhan- 
gas; mas ainda assim é preciso sempre restricgdes ua ma- 
neira de julgar taes aguas, convindo lembrar tambem que 
© systema de bombas empregado para extrahir agua dos 
pocos favorece muitas vezes as culturas microbianas. 

Outrora toda a sordidez de Pariz despejava no Sena, 
que toruou-se em certos logares uma verdadeira cloaca ; na 
estagao calmosa toda aquella podrida&o proveniente dos ex- 
creta e dos detritos de toda a sorte produzidos por uma ag- 
glomeracao de cerca de 3 milhdes de pessoas 6 um numero 
correlativo de animaes domesticos, fermentava produzindo 
o envenenamento dos peixes, que afinal morriam e come- 
¢avam a boiar na superficie do rio, augmentando-lhe ainda 
mais a infecgao. 

Hoje adoptou-se outro systema, 0 de épandage ; as aguas 
sio conduzidas, por meio de uma extensa canalisagao fe- 
chada e estanque, até um logar afastado da area suburbana, 
onde ha uns terrenos aridos e improductivos, inteiramente 
desacompanhados de habitagdes. Ahi na peninsula de Gen- 
nevilliers tm systema de comportas reparte conveniente- 
mente esSsas aguas por meio de vallas ou regos, de modo a 
poder ser a terra bem irrigada pela agua pulluida, que 
constituindo um excellente adubo, transformou completa- 
mente aquelle solo ingrato em fertil terreno de bellas cul- 
turas de hortalicas e legumes.-—Infelizmente as culturas 
ni que vio aproveitar taes aguas podem-se resentir dessa 
origem impura e os legumes serem portadores de micro- 
bics pathogenicos, o que torna taes productos perigosos, se 
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tiverem de ser comidos cris, como é a regra para muitos . 


delles. 


Quando a agua chega a Gennevilliers contem cerca de 
treze milhées (13,000,000) de germens por centimetro cu- 


bico ; quando mais tarde, depois dese infiltrar nos terrenos, . 


ella sai pelos drains n&o contem quasi nenhum : - ficaram 
todos no solo. 


D’ahi conelue-se que as aguas foram depuradas em alto 
gréo. A principio ellas continham materias organicas que 
mais tarde transformarani-se em ammoniaco e depois em 
azoto nitrico, que denuncia evidentemente o passado d’ esta 
agua, isto é: que ella foi outr’ora a agua impurissima dos 
esgotos. 

Somente depois de purificada, porque como diz o emi- 
nente professor Duclaux «o azoto nitrico, quando é sé, 60 
indicio certo de que todas as transformacées foram termi- 
uadas nas aguas; todas as materias organicas foram quei- 
madas a fundo e a agua adquirio ent&o o seu maximo de 


pureza e salubridade...». 86 depois de assim depurada é_ 
que a agua dos esgotos de Pariz 6 langada no Sena, para 


confundir-se finalmente com a do oceano, nas costas da 
Normandia. 

O professor Roux notando a inconveniencia da cultura 
de legumes adubados com a agua dos esgotos, lembra que 
seria preferivel fazer nos campos de épandage prados arti- 
ficiaes, ou culturas de forragens, destinadas 4 criacg&o de 
animaes proprios para a alimentac&o do homem. 


Entao poder-se-ia aproveitar a agua jé depurada pelos. 
prados e contendo azoto nitrico em grande escala (que é 
um excellente adubo) para estrumar as culturas hortelas ; 


realisando-se assim um lucro de muitos milhées, tudo sob 


o protectorado da hygiene. 


A purificagéio das aguas de alimentagio é muito mais” 
difficil ; e quando ellas vém de um rio ou de um ribeiro é 


preciso filtral-as, 
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O filtro para a purificagio em larga escala é ordina- 
riamente formado por camadas suceessivas de casca- 
Iho, areia e arcia muito fina. Este assampto tem sido 
muito estadado, na Europa, principalmente por Carl Friin- 
kei, 0 conhecido bacteriologista de Berlim. 

No comeg¢o o filtro nio tem grande valor porque deixa 
passar 0S microbios; pouco a pouco, porém, os micro- 
organisinos vio se depositando na superficie, onde formam 
uma camada glutinosa, que por si mesmo constitue wma 
materia filtrante muito b6a, que vai detendo os microbios 
a medida que elles vao chegando. Entretanto esse bom 
filtro, coin a continuagiov, nao tarda muito ase colmatar, 
por causa do deposito abundante de materia organisada ; 
neste caso é preciso limpal—o, substituindo as eamadas su- 
periores, que apresentam ent&io o aspecto de uma lama, 
ou uma vasa composta de germens. 

Uma vez limpo, tem-se um filtro insufficiente nos pri- 
neiros dias que seguem oseu fanccionamento, para tornar- 
se bom depois, e por fim colmatar-se outra vez. 

Em Nantes fez-seum poco filtrante no meio mesmo do 
rio Loire, capaz de fornecer uma agua em boas condicées, 
relativamente ao numero de bacterias, como provam estes 
algarismos que vao abaixo : 


BACTERIAS POR C. CUBICO 


AGUA DO RIO AGUA DO POCO 
Amostra n. 1..... 9.060 Amostra n. J.......... 55 
» Divers 10.550 » NA Dienliwitnntt cee 


DECC sstcxeaees OCR MGUIA tas seviccissce. BD 


Como se vé, 0 resultado éexcellente ; mas ha o receio 
constante de que as cheias venham deslocar as areias das 
camadas filtrantes e conseguintemente desmanchar o filtro, 
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Os filtros domesticos apresentam tambem a maior parte 
dos inconvenientes que acabamos de apontar para os de 
areia: a colmatagao faz-se rapidamente, e no fim de pouco 
tempo a caixa filtrante, mesmo quando volumosa, torna-se 
um reservatorio deculturas microbianas impossivel de 
limpar-se. 

O unico filtro bom sob o ponte de vista bacteriologico 
é 0 de Chamberland, mas com a condig&o de ser ensaiado 
previamente e de ser limpo uma vez por semana, conforme 
ja foi explicado quando tratamos da filtrac&o de culturas 
microbianas. 

Tem-se procurado tambem desinfectar a agua pelo 
calor sob press&o, com auxilio de machinas especiaes. EH’ 
ulm processo que pode vir a prestar muito bons servigos, 
mas cujo prego é muito elevado, sendo os apparelhos, alem 
de caros, muito delicados e de facil desarranjo. 

Tambem pensou-se em purificar a agua por meio da 
oxydagao pelo ozona. Na Hollanda fizeram-se alguns en- 
saios coroados de successo ; 0 qne resta saber é se o systema 
é economico € portanto capaz de ser utilisado na pratica. 
Os effluvios electricos produzidos por machinas possantes, 
desenvolvendo ‘até 100.000 volts, fornecem o ozona, que: 
passa pela agua produzindo ahi uma desinfeeg&io segura e 
efficaz e Com a maxima rapidez. Este systema apresenta 
ainda umavantagem : é que elle opera tambem a descolora- 
cao das aguas de cér carregada, como sao, por exemplo, 
as que provém dos polders da Hollanda. 

Quando as aguas sio muito carregadas de materias 
organicas ha necessariamente perda do ozona, que se 
prende aestas, em vez de agir exclusivamente sobre os mi- 
crobios que se procura exterminar ; d’ahi a necessidade de 
um maior rendimento na produccio do ozona. 

A purificagio das aguas dos rios, mesmo depois do 
seu trajecto por uma grande cidade, faz-se por si n:esmo ; 
é conhecida a influencia da luz combinada com a do ar 
sobre a vida dos microbios ; algumas horas de insolag&o 
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bastam para destruir greades quantidades de microbios. — 
ahi vemo facto de serem as aguas dos lagos consideradas 
Inuito puras; na verdade as aguas do lago de Genebra, que 
comoé sabido, 6 completamente cereado de cidades e outras 
povoagdes menores, sto de uma pureza proverbial na Eu- 
ropa. AS analyses feitas em taes aguas, especialmente no 
verao em quea luz viva de umsol magnifico actua durante 
muitas horas consecutivas na vastissima superficie azul 
Caquelle bello lago, nao revellam a presenca de um sé ger- 
men em muitos centimetros cubieos da excelente agua. 

No gelo 0S microbios conservain-se intactos, mesmo em 
suas formas vegetativas ; apenas niio proliferam ; portanto 
0 gelo proveniente de uma agua impura guarda todos os 
germens que existiam no estado liquido Vagua, que pode 
assim sero vehiculo de germens pathogeuicos e conseguin- 
temente de contagio ulterior; entretanto convem accres- 
centar que essas alternativas de fusio e de congelag&o 
podem fazer algum mal aos microbios, compromettendo- 
lhes a existencia. 

O acido carbonico sob pressio 6 nocivo aos microbios ; 
pelo que elles apparecem em pequeno numero na agua 
artificial de Seltz; isto nko quer dizer que as aguas gazo- 
ZAS NAO POssam ser causa de contaminagao ; apenas os ger- 
Inens existem ahiem um numero miiito menor do que na 
agua que servio para a fabricagao de taes bebidas. 

A agua distillada dos laboratorios pode ser rica de 
microbios : ella contem sempre um pouco de ammoniaco, 
que as bacterias decompdem para tirar @ahi seu alimento. 

Sao conhecidas e tém sido evidentemente provadas as 
relacées entre as epidemias e a agua potavel ; a demonstra- 
cao do facto tem sido muitas vezes feita, principalmente 
depois que a bacteriologia constitulo-se. 

Em_ taes condigées os medicos, oS chimicos, os baete- 
riologistas, sto muifas vezes chamados a analysar as aguas 
de uma loealidade. Aconselha o Dr. Roux que cada um 
evite operar sobre amostras que nao tenham sido pessoal- 
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mente recothidas por quem tenha de analysar a agua, e isso 
com as precaugdes recommendadas no ecomego este capi- 
tulo ; deve-se recusar terminantemente, diz elle, a agua en- 
viada pelos particulares e pelas municipalidades ; por- 
isso que tanto uns como outros n&o est&o no caso de garan- 
tir o experimentador contra as causas de erro e até mesmo 
de mystificagao. 

E’ por este mesmo motivo que Duclaux, 0 sabio pro- 
fessor de chimica da Sorbonne e eminente bacteriologista 
director do Instituto Pasteur, recusa systematicamente 
fazer analyses chimico-bacteriologicas em aguas enviadas 
ao seu lJaboratorio; elle entende que o exame geologico é 
complemento indispensavel dos outros dous, sen&o o mais 
importante ; e que uma analyse isolada n&o offerece absolu- 
tamente garantias: «6 uma verdadeira phantasmagoria, » 
diz elle. 

Primeiramente € preciso fazer-se um estudo da capta- 
cao Wagua; indagar de onde vem ella, que terrenos atra- 
vessa, se ha culturase habitagées visinhas, qual a natureza 
dos adubos empregados nas culturas, se as ha; é preciso 
ainda verificar se © perimetro que a lei reserva para a pro- 
teccio das fontes tem sido respeitado. E’ igualmente im- 
portante examinar se as dejeccdes dos moradores visinhos 
nio teem sido arrastadas pelas chuvas, ou se oS manan- 
ciaes nio est&éo sendo contaminados por infiltrac&io prove- 
niente de cloacas. A canalisagio deve ser examinada ; 
elle deve ser estanque, portanto seré de ferro enao de barro 
cosido ; e nao deve receber a agua da superficie e sim das 
camadas mais profundas dos reservatorios ; estes deverio 
tambem passar por um exame detido e minucioso, tendo- 
se bem em atteng&o a sua alvenaria que péde ser de ma- 
teria porosa de m4 qualidade, ou pdde estar em mds con- 
dicdes de conservagaio. Este exame deve estender-se 4 va- 
nalisagao urbana e aos pequenos reservatorios dos domici- 
lies: tem se visto aleumas vezes epidemias limitadas a uma 
area muito restricta, atm dos lados de uma rua, a um 
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grupo de habitacées. a uma sé casa einfim, dependendo de 
um unico reservatorio. 

Nestas circumstancias difficilimo 6 eneontrar-se 0 ger- 
men especifico de tal ou tal outra molestia, como o bacillo 
de Eberth ou 0 vibriao de Koch ; entretanto quando depois 
de feitas as competentes culturas o analysta encontrar 
muitos microbios liquefazendo a gelatina, on exhalando 
indo cheiro, como os que se cultivam nas materias fecaes, 
estd4 elle authorisado a declarar quea agua é ma: @a unica 
affirmacao positiva que em consciencia se pdde fazer em 
similhantes condigdes. 

Miquel propde a seguinte escala de classificacio das 
aguas, segundo o seu conteudo em germens, por centimetro 
cubico : 


Perfeitamente puras de O a 10 bacterias. 
Muito puras......... » 10» 100 » 
gh ee Oe » 100» 1.000 » 
Medioeres... ............ 1,000 — » 10,000 » 
ey oe ne ae 10,000 =» ~=100,000 » 


Muito impuras....... » 100,000 para cima. 

Qualquer que seja o numerv de microbios encontra- 
dos em uma agua, se elles forem banaes, ser&o por isso 
mesmo de pouca importancia. Se pelo contrario, em uma 
agua considerada muito pura, pela sua pobresa em ger- 
mens, verificar-se entre esses poucos germens a presencga 
de algumas especies pathogenicas, nio se deve hesitar em 
declarar a agua impropria para o consumo. Entretanto o 
exame do terreno é de todos 0 mais util. 

Alias nao se deve procurar esta pureza absoluta na 
agua que bebemos, porque é bem racional pensarmos que 
entre os microbios da-se tambem a struggle for lifee que na 
coneurrencia vital um bom numero de especies saprophy- 
tas impedem o desenvolvimento de outras tantas bacterias 
infeeciosas ; 0 que afinal de contas tem sua utilidade, por- 
que garante 0 nosso organismo contra uma contaminagio 
possivel. 

Oe OE 


MICROBIOS DO SOLO 


SUMMARIO :—Sao numerosas as especies micro- 
bianas do solo.—Ellas variam com a natu- 
reza do terreno.—Contagem dos microbios, 
—Modo de recolhel-os.—Processos de cul- 
tura.—Observacdes de Muntz e Schlesing. 
— Experiencias de Winogradsky.— Fer- 
mentos nitrosos e nitricos.—Microbios des- 
nitrificantes. — Observacdes de Gayon e 
Dupetit— Fermentos da ccllulose.— Fer- 
mentagaéo das cstrumeiras.— Fixacao do 
azoto atmospherico pelo solo.— Experiencias 
sobre as nodosidades das leguminosas.— 
Bacteroides dessas ucdosidades.—Bacillos 
fixadores de azoto.—__Importancia dos micro- 
bios do solo.—Pelluicaéo das aguas subterra- 
neas.—Importancia da natureza do solo.— 
Evolucao de certos microbios pathogeni- 
cos.—Transporte dos microbics pelas aguas 
de alimentacao. 


O solo é um grande reservatorio commum, de onde 
tudo vem e para onde tudo volta. Os vegetaes, os ani- 
maes, 0 homem, obedecem a esta lei € seguem a mesma 
regra geral, a qual nfo fazem excepgao os microbios, que 
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tambem voitam ao solo de onde haviam partido; porém 
voltam quasi sempre augmentados em numero, devido 4- 
multiplicacio rapida que elles experimentam por occasiio 
de sua passagem pelos nossos intestinos, multiplicacéo que 
ainda continua activamente nas fézes. 

O cadaver gue é restituido 4 terra é um vasto meio 
de culturas microbianas, que proliferam consideravelmente 
antes de se incorporar ao s6lo ; de sorte que cada par- 
cella das terras cultivadas ou adubadas com os nossos de- 
tritos encerra biihées de bacterias; e tanto o numero de 
especies como o de individuos varia com a natureza do 
terreno. 

De facto : nos logares onde abundam os homens e os 
animaes, com Os despojos que os acompanham, triste e in- 
defectivel apanagio da vida animal em commum, nao se 
encontra a mesma flora microbiana que nos terrenos co- 
bertos de florestas impenetraveis e ainda virgens das ex. 
ploragées humanas ; assim como é muito differente destas 
duas, a flora microbiana das terras improductivas arenosas, 
sem florestas e portanto sem detritos vegetaes. 


'AS especies bacterianas encontradas no solo s&o : umas 
saprophytas (e sao felizmente as mais numerosas) e outras 
parasitarias, entre as quaes salientai-se os microbios do 
tetanos, da septicemia e da suppuracio. 


Essas especies dividem-se ainda em dois grupos: 
aerobias e anaerobias, segundo precisam ou n&o do ar para 
viver ; @ahi a necessidade de fazer culturas. difterentes 
para as duas categorias de microbios, quando se quizer ter 
uma analyse completa e rigorosa de um terreno. 

Como fazer-se a analyse do solo?— Applicando-se pura e 
simplesmente os mesmos methodos que j4 conhecemos para 
a analyse do ar e. da agua. 

De varios pontos do terreno 2 examinar tomam-se pe- 
quenas porgédes de terra, misturando-as em seguida umas 
com as outras, ~‘Desta terra assim misturada tira-se uma 
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quantidade definida em peso, algumas gramunas, que junta- 
se a um determinado volume d'agua esterilisada. 

Com este liquido, que nds podemos diluir 4 vontade, 
tendo sémente a cautela de notar sempre o numero de di- 
luigdes e o volume que lhes servio de base, semeaim-se 
tubos ou placas de cultura, conforme a technica ja indicada 
para oar e para agua, Cujos processos de analyse ja foram 
expostos em outra parte, sendo portanto dispensavel re- 
petil-os agora. 

Havendo utildade em conhecer-se a distribuigto dos 
microbios a partir da superficie para a profundeza do solo, 
pratica-se um corte interessando varias camadas do terreno 
e recolhem-se diversas amostras. O  mesino resultado 
obtem-se por meio da sonda de Fraenkel. 

Experiencias feitas neste sentido mostraram que va 
superficie do solo os microbios sao muito numerosos e que 
vaio (diminuindo progressivamente & medida que penetra- 
se nas camadas inferiores do terreno, o qual muito profunda- 
mente pdde ser até esteril ; dé-se exactamente, em sentido 
inverso, 0 mesmo phenomeno que se passa no ar. Alias 
tudo quanto sabiamus das aguas de fonte deixava prever 
este facto. 

Querendo-se isolar especies pathogenicas, 0 mais se 
guro é inocular as culturas sob a pelle de um animal sen- 
Sivel 4 especie microhiana que procura-se, ou de cuja pre- 
senca sobre o terreno suspeita-se ; em seguida procurar-se-& 
© microbio no sangue, ou no ponto de inoculagao. 

Os microbios mais iuteressantes de estudar sto aquelles 
que desempenham funegdes chimieas. Microbios morrem 
e cahem sobre o solo, formando ahi uma massa organica ; 
veem outros microbios e decompdem essa massa inerte em 
ammoniaco, em materias hydro-carbonadas e nos acidos lac- 
tico e butyrico, desprendendo tambem acido carbonico e 
vapores dagua, que se perdem na atmosphera. O am- 
moniaco ¢ por sua vez transformado primeiramente em 
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acido nitroso, depois em acido nitrico e por fim em 
nitratos. 

A decomposi¢&o das materias organicas ¢m ammoniaco 
é obra de um grande numero de especies microbianas ; ao 

asso que a segunda phase —a transformagao do ammoniaco, 
em saes nitricos--é trabalhada apenas por um numero 
muito mais restricto de especies. Em pouco tempo os saes 
nitricos tém-se transformado em nitratos, sobretudo em ni- 
tratos de cal; nitratos que constituem o melhor adubo para 
os vegetaes. 

Como se opera essa transformacgao? — Suppunha-se a 
principio que ella se passava em presen¢a do solo, que 
representava ent&éo o papel de corpo poroso, ou de esponja de. 
platina, como nas experiencias de Jaboratorio, havendo uma 
simples oxydacio do ammoniaco, que transformava-se em 
acido nitrico. 


Outros explicavam o phenomenv dizendo que o azoto 
e o oxygenio do ar se combinavam sob a influencia da 
electricidade, por occasiio das tempestades, e que as chu- 
vas favoreciam as transformagées ; mas se isto fosse exacto 
muito restricto seria o numero d@’essas transformacées ; 
além de que nunea pdde-se realisar artificialmente esta 
experiencia. 

A explicacio 6, porém, outra ; a nitrificacdo é obra ex- 
clusiva dos microbios ; corre por conta (estes pequenos 
seres. OsSrs. Muntz e Schlosing fizeram aseguinte expe: 
riencia : encheram um grande tubo de vidro com terra 
aravel ; depois fizeram passar pelo tubo uma corrente de 
are uma solugao diluida de ammoniaco. Pela parte infe- 
rior do vidro elles recolhiaim nitratos ; mas se o tubo era 
fortemente aquecido, ou se atravéz delle fazia-se passar 
os vapores anesthesicos do chloroformio, a nitrificagio nio 
continuava. 


Este facto suscitou no animo dos dous experimenta- 
dores a suspeita de que os agentes da nitrificacho eram 
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microbios ; dirigiram as suas investigagdes para este ponto 
¢ conseguiram isolar oS micro-organismos. 

bom lembrar aos que quizerem reproduzir aquellas 
curiosas experiencias, que é& preciso juntar eal @ magnesia, 
sob a forma de carbonatos ao conteudo do tubo, para que a 
accho continue: porque a presenca do acido nitrico livre 
¢ pouco favoravel 4 vida do microbio. Tambem a solu- 
a0 aMMOniacal n&o deve ser muito rica em materias or- 
eanieas ; neste Caso a accao dos microbios se deslocaria, 
visto ser-Ihes muito mais facil encontrar sea alimento no 
wnmoniaco do que no azoto. 


O Sr. Winogradsky abandonando os processos ¢lassi- 
cos até ent&o seguidos sem resultado pelos seus predeces- 
sores & notando que geralmente se operava em meios muito 
pobres de materias organicas, adoptou a seguinte technica : 
tomou um pouco agua do lago de Zurich, 4 qual juntou 
earbonatos de soda e magnesia, indispensaveis as combi- 
nacdes nitricas ; em seguida semeou o seu liquido com um 
pouco de terra aravel, juntando pouco a pouco sulfato 
ammoniacal,. 

Poucos microbios, dizia Winogradsky, se contentarao 
com um regimen t&o frugal, e por este methodo electivo 
eu climinarei os microbios banaes, conservando apenas os 
da nitrifieag&io ; assini pensayva elle quando imaginou o seu 
liquido puramente mineral, cuja composic&o é a seguinte : 


Phosphato de potassio............. « hl 

Sulfato de magnesia.............6. 0,05 
Chiorureto de calcio.................  tracos 
Carbonate de sOtla.. ccs oe 0,5 

Sulfato ammoniacal......-c68 see 0,2 

Agta GCistWANAcens sess: eerie 100 grammas 


Semeado o liquido, elle obteve culiuras, das quaes 
tiron a semente para um segundo tubo, que por sua vez 
forneceu-a a um terceiro, e assim por diante até chegar 4 
decima cultura. 


— 120 — 


Finalmente Winogradsky encontrava em culturas 
sobre placas quatro ou cinco especies, mas nenhuma @ellags 
por si sé podia operar a nitrificacio ; a conclus&o a tirar 
era que o microbio nitrificante nao proliferava na gelatina. 

Continuando a estudar attentamente os seus micro- 
bios parecia ao experimentador suisso, que elles fixavam-se 
sobre 0 carbonato de magnesia, decompondo-o ; pheno- 
meno que se percebia pelo escapamento de pequenas bolhas 
de acido carbonico. Ent&o elle tomou do fundo do vaso, 
umas pequenas parcellas de carbonato de magnesia e se- 
meou em gelatina : esta resfriando-se apprehendia os gros 
do sal de magnesia ; em redor de alguns d’esses graos de- 
senvolviam-se colonias, a0 passo qtle 03 outros nao as apre- 
sentavam. Winogradsky coneluio que onde havia pullu- 
lagio tratava-se de microbios que podiam viver sobre ge- 
latina, mas que n&o eram os da nitrificagio, e que estes 
ultimos ficavam talvez agarrados ao carbonato de magnesia, 
sem se poder desenvolver. 


Elle tomou ent&ao alguns gr&os intactos, semeou-os em 
um meio apropriado e obteve a nitrificacaio. 

O liquido apresentava-se primeiramente com um as- 
pecto claro ; depois apparecia sobre o carborato abun- 
dante zoogléa, e quando o liquido ia-se tornando turvo, 
observava-se um micro-organismo muito agitado e a nitri- 
ficac&o fazia-se abundantemente. 


Com asemente retirada @’ahi elle fazia novas culturas,: 
sempre excellentes e muito prosperas; porem no ob- 
tinha mais a nitrificac&o completa : obtinha nitratos e mais 
nitratos, era tudo. Logicamente Winogradsky concluio 
que a nitrificagio tinha duas phases distinctas ; facto 
verdadeiro e que jé tinha sido presentido pelo eminente 
Duelaux. , 


Continuando em suas investigagdes o experimenta— 


dor sagaz e perseverante conseguio isolar.o fermento nitroso 
do seguinte modo: elle tomava nm poueco de terra,‘ fazia 
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comella divers us culluras. @ ein win ineio inorganico semeay a 
depois essas culturas sobre siliga colloidal, que se prepara 
assim :—silicato de potassa, coma densidade 1,06—L00 cen- 
timentros eubicos ; acido chlorhydrico, com a densidade de 
1,1—100 centimetros eubieos. Mistura-se e mette-se em 
um dialysador até o desapparecimento completo do acido 
chlorhydrico ; concentra-se pela evaporacio em um baliio e 
junta-se tres gottas de uma solugao saturada de chlorureto 
de sodio, para que a massa solidifique-se. 

Sobre placas contendo essa substancia Winogradsky 
obteve colonias de aspecto pardacento e affectando formas 
arredondadas, difficeis de esmagar. Mais tarde a geléa 
tornava-se liquida ; coincidindo com a agitag&o intensa que 
notava-se no Jiquido, appareciam colonias  zoogleicas 
densas, e por fim distinguiam-se cellulas isoladas, munidas 
de um longo flagello ou chicote apresentando movimentos 
consideraveis. 

Quando, porém, esses organismos revestem a forma 
mucosa cercando o carbonato de cal, nenhum movimento 
apresentam ; a sta actividade depende portanto do meio 
de cultura. 

Semeando-se em uma soluc& mineral consegue-se 
sempre obter culttras prosperas (esses micro-organismos ; 0 
essencial é que elles encontrem ahi o seu alimento predilecto, 
isto 6: 0 azoto, que elles indo procurar no ammoniaco ; ao 
passo que os elementos hydro-carbonados lhes serao forne- 
cidos pelos carbonatos. 


E posto que esses curiosos microbios sejam destituidos 
de chlorophylla, que em presenga da luz opera todas essas 
reaccdes, gragas aosestudos e observagdes de Winogradsky 
nds conhecemos hoje o primeiro exemplo de um ser vivo, 
que por si s6, sem aintiuencia da luz, faz a synthese das 
materias organicas decompondo a natureza mineral. 

Esta, pois, achado o élo que faltava na cadeia bio- 
logiea ; de modo queagora pode-se explicar o cy¢lo sem fim 
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da evolugio da vida, renascendo sempre de si mesmo, e foi 
encontrado o ponto de juncc&io que liga o reino mineral ao 
vegetal. 

Descoberto o fermento nitrico tem-se que semear al- 
gumas gottas do liqnido em que elle existir, em uma solu- 
¢&o0 mineral para obter-se por meio de culturas successi-, 
vas 0 fermento nitroso, que é um pequeno bacillo cultivan- 
do-se em véo e encarregado da transformugao dos nitritosem 
nitratos. 

Os microbios de Winogradsky encontram-se- por 
toda a parte: em todas as terras do globo ; apenas eiles 
mudam de forma segundo a natureza do terreno ; mas n&o 
variam muito e desempenham sempre as mesmas funcgdées, 
tanto no antigo, como no novo continente. 

O bacteriologista que os descobriu julgou acertado 
classifical-os assim: nitrosomonas ou fermento nitroso do 
velho mundo (europeus, javanezes) : nitrosococos ou fer- 
mento nitroso do novo mundo ; nitro-bacteria propriamente 
dita ou fermento nitrico. 


Como se vé, € dos mais importantes o papel das nitro- 
bacterias no nosso planeta. Em seu labor quotidiano, 
constante e até ha pouco tempo ignorado, observa o Dr. 
Roux, esses infinitamente pequenos realisam a maior obra 
da terra : elles s&io os encarregados da circulacio da materia” 
e da distribuicg&o da vida, Organisando a materia e mate- 
rialisando a vida elles resolvem o grande problema da evo-_ 
lugéo; e sem o seu trabalho ingente de todas as horas, 
sobre todos os pontos do globo, em pouco tempo veriamos 
o solo tornar-se infecundo, esterilisar-se e estanearem todas: 
as fontes de vida no nosso planeta, que, materia morta, ro- 
Jaria no espaco, para jamais reviver, como essas estrellas! 
desoladas, astros vividos, que erram pelos interminos ho- 
rizontes do infinito. 

Ha tambem os microbios da desnitrificacio encarrega- 


dos de transformar os nitratos em ammoniaco. Se em um 
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caldo em qne se tiver juntado eineo por mil de salitre, se- 
mearmos um pouco de terra adubada e fizermos uma cul- 
fura anaerobia, veremos em pouco tempo desprender—se 
uzoto ; isto indica que o satitre foi decomposto. 

Das experiencias de Gayon e de Dupctit resultou a 
descoberta do bacillo que produz essa fermentacaio, que alias 
é tambem operada por outros bacillos ; mas o de Gayon é 
que a faz mais activamente. 

Cultivado em estado de pureza em um bal&o econtendo 
salitre, elle roubara a principio o oxygenio doar ;se porém 
o forgarem aviver como anaerobio, elle decomporda o salitre 
para haver o oxygenio componente Vaqvelle corpo e dei- 
xara 0 azoto escapar-se. 

Uma condicao indispensavel, porém, é que na cultura 
existam alimentos hydro-carbonados nos quaes o germen 
va retemperar a sua energia, porque tendo elle de operar 
as duas phases de uma fermentagio, se Ihe faltarem as for— 
cas, est& claro que o micrebio sé completaré a primeira 
parte de suas funccdes, produzindo apenas protoxydo, ou 
bioxydo de azoto, que desprende vapores hypoazoticos ver- 
melhos, em contacto com oar. O microbio devolve o am- 
moniaco & atmosphera. 

Essa classe de microbios desempenha um papel muito 
saliente na vegetacao, visto como as plantas precisam do 
acido azotico ; ¢ o facto é tio conhecido, que na Europa os 
lavradores regam as suas plantacdes com este acido diluido 
sob differentes formas e em combinacdées diversas. 

E’ sobretudo nos depositos de esterco que os microbios 
desnitrificantes pullulam, operando as transformacdées t&o 
uteis 4 lavoura. IJnfelizmente o esterco é mal empregado, 
porque 0 ammoniaco que se escapa ¢ inteiramente perdido 
para as culturas. 

Vejamos como se passam as Cousas Em una estrumeira 
que fermenta. A principio ha grande aquecimento do 
deposito, grande elevacéo da temperatura, que pode chegar 
a SO’ centigrados ; pheuomeno que & produzido por wna 
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oxydac&o intensa devida aos microbios, que fixam o 
oxygenio do ar. Sob ainfluencia do calor o ammoniaco vo- 
latilisa-se e perde-se na atmosphera. 

E’ preciso, pois, modificar o systema corrente de fazer 
estrumeiras. Os agricultores (entre nds mais especial— 
mente os horticultores) pretendem que a estrumeira deve 
amadurecer ou curtir—é o termo; isto é conveniente, nio 
ha duvida; mas esta maturacao deve ser presidida pelos 
microbios anaerobios, que nio produzem esse calor tao ele-- 
vado, quanto nocivo ; perém operam a transformacio da 
cellulose (de que -s&o compostos os detritos vegetaes) em 
materia carbonada negra. 

Um metro cubico de estrume exposto ao ar desprender4 - 
calor, perderd o seu ammoniaco, t&o precioso como adubo 
pelo azoto que contém, e sé depois disso se dard a trans- 
formac&io da cellulose. 

Entretanto este mesme metro cubico de estrume con— 
servado ao abrigo do ar fermentard sem calor, a cellulose » 
se transformard do mesmo modo, e.si se tiver 0 cuidado de 
juntar phosphatos, 0 anmoniaco se fixara sobre elles, com 
aS maiores vantagens para a agricultura. 

Neste ultimo caso a fermentacio é anaerobia e é pro- 
duzida por um outro fermento differente do primeiro; ahi 
a cellulose perde o seu hydrogenio eum ponco de acido 
carbonico; ha desprendimento de acido carbonico e de 
formene ou gaz dos pantanos ; e si se retiver 0 acido carbo- 
nico por meio da cal, pode-se utilisar o outro gaz para 
illuminar os edificios e outras dependencias dos estabeleci- 
mentos ruraes. A turfa e o carvio de pedra nio tém 
outra origem. 

Winogradsky tambem isolou outros fermentos da cel- 
lulose ; um d’elles é particularmente curioso pela especia- 
lidade que tem de destruir o cannigo dos pescadores. 

E’ de observacio vulgar que as culturas empobrecem o 
solo, no que dizrespeito ao azoto. As leguininosas, fazendo 
uma excepgao 4 regra geral ea despeito do encrme consumo 


de azoto que exige a sua estructura cellular, fertilisam, pelo 
centrario, os terrenos. Como se explica o phencmeno? 
Suppunha-se outrora que depois do afolhamento as raizes 
das Jeguininosas sugavain o azoto na profundeza do solo, 
para trazel-o A superficie. A experiencia mostrou, poreim, 
que se o terreno era anesthesiado pelos vapores de chloro— 
formio a supposta funccio era suspeusa ;n&o continuava. 

Ent&o pensou-se em um microbio. Henzel e Dupon 
chamaram a attencao dos pesquizadores para as nodo- 
sidades existentes nas raizes de certas leguminosas : nodo- 
sidades que sao constituidas por microbios, tendo a pro- 
priedade de fixar o azoto. 

O facto demonstra-se assim; faz-se germinar ul grao 
de ervilha Wagua ;a ervilha continuarda a desenvolver—se 
até o momento em que se esgotar a proviséo de azoto do seu 
albumen ; uma analyse delicada feita nessa oceasiio provara 
que a quantidade de azoto fixado @ igual Aquella que 
existia anteriormente nos envoluecros do germen. 

Cultive-se agora um outro grao de ervilha em areia 
calcinada, @ no momento em queo vegetal deixar de desen- 
volver-se junte-se uma gotta de uma solugio contendo um 
pouco de terra aravel, que a vegetagio continuard, ao 
mesmo tempo que apparecerao sobre as raizes nodulos, 
contendo os microbios das nodosidades. 

Isole-se esta bacteria; faga-se germinar nova ervilha 
ainda em areia calcinada e portanto inteiramente esteril ; 
pique-se a raiz da planta com wina agulha imbebida na 
cultura da bacteria, que dentro de pouco tempo uma nodo- 
sidade se desenvolvera no ponto picado e a vegetacao con- 
tinuara luxuriante. E se a planta tiver duas_ raizes 
pique-se uma dellas e deixe-se a outra intacta: a assimila- 
¢ao se fara do Jado pieado, emquanto que a raiz indemne 
definhara. 

Beyermeck, Prasmoweky e Laurent fizeram muitas ex- 
periencias n’este sentido. Segundo esses experimentadores 
encontram-se aquellas bacterias nao especificadas no solo: 


-— 126 — 


mas quando invadem uma especie vegetal ellas se particu- 
larisam ; as da acacia por exemplo, agirio mal, ou nao se 
fixariio mesmo sobre as raizes da ervilha. Tratundo-se, po- 
rém, de especies visinhas 0 mesmo microbio se désenvol- 
vera em todas ellas. 

O conhecimento d’estes factos suggerio aos agronomos 
a ideia de trazer para um solo improduetivo terra contendo 
taes germens. Na verdade a questio é mnito interessante’ 
e merece ser estudada com attencio ; tanto mais quanto ja | 
tem-se conseguido resultados animadores em algumas ex- 
periencias feitas em pequena escala. 

Para terminar este estudo dos microbios do solo, vamos 
indagar como elles ahi se conservam. Os que dao endos- 
poros, deixados no solo em repouso, ao abrigo da luz e das 
causas de alteragao, podem permanecer la sem, inconve- 
nientes, por um longo espago de tempo—dezenas de annos — 
—como succede com o esporo do carbuneulo, 

Os que n&o d&o esporos sao mais facilmente destruidos ; 
mas ainda assim resisten muito, porque sio.protegidos 
por uma especie de envolucro. Apds oito ou dez mezes os 
bacillos da febre typhoide e da tuberenlose podem ainda 
apresentar a sua energia e virulencia habituaes. 

Estes factos instrnem os hygienistas, indicando-lhes_ 
medidas salutares de grande valor pratico, com relagao ao 
enterramento de individuos e de animaes mortos de mo- 
lestias infeeciosas. E vem de molde lembrar aqui os inte- 
ressantes e, j4 hoje classicos, eStudos de Pettenkoffer sobre 
as relacdes que ha entre as epidemias e as variagdes do 
lengol @agua subterraneo. E’ verdadeira em muitos pontos 
a theoria geo-hydrica do pranteado professor de Munich, 
para explicar certas epidemias. 

Convém igualmente lembrar que certos microbios an- 
tes de se tornarem pathogenicos, fizerain una estadia no 
solo, onde muites d’clles experimentam uma especie de 
transformagao que modifica a sua maneira de agir sobre os 
organismos superiores, quando estes vAo servir-Ihes de 


habitat, como suecede, por exemplo, na febre intermittente 
palustre ena coccidia, 

Esta ultima é uma molestia propria do coelho e é devida 
a wim parasita que produz no figado d’esses animaes umas 
lesdes bei caracteristicas, traduzindo-se por pequenas 
manchas ovacs, esbranqguigadas e constituidas por um ae- 
cumulo de pug. Pois bem: este coceidium injeetado de 
qualquer maneira que seja nao reproduz a molestia ; mas 
passando primeiramente pelo solo, onde soffre a transfor- 
macio a que alludimos, é capaz de contaminar centenas de 
coelhos, os quaes entretanto nao transmittem directamente 
a molestia entre si. 

Sao questées da maior relevaneciae que devem prender 
aattencio dos homens da sciencia, especialmente dos hy- 
eienistas, que devem ter bem presente que o selo é 0 prin- 
cipal reservatorio das aguas de que nos servimos para a 
nossa alimentagao ; e conforme ja vimos, é por intermedio 
das aguas, e quasi nunca pelo ar, que a maior parte das 
molestias epidemicas se transmitte 4 distancia; portanto, 
debaixo @este ponto de vista é um estudo digno do maior 
aprego por parte das authoridades sanitarias e das bacte- 
riologistas. 


BACTERIAS CHROMOGENIAS 


SUMMARIO — «Micro-bacillus prodigiosus> : 
sua diffusao e sua cultura sobre os diversos 
meios. — Formacio da materia corante ; 
propriedades desta materia.— Ragas do ba- 
cillo sem pigmento.—Pleor orphismo do bu-. 
cillus prodzgiosus. — Bacillo vermelho de 
Kiel.—Bacillo pyocyanico.—Coloracéo azul 
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rante ; funecdes chromogenias.— Diversas 
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os diversos meios.—Molestia aguda e moles- 
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dos mais vulgares, especialmente no ar, 0 micro 


bacillus-prodigiosus, que cultiva-se a temperatura ordinaria 
sobre quasi todos os meios. porém de preferencia sobre os 
amylaceos. 


Bellas eulturas do bacillo observain-se na clara d’ovo, 
no pho, no p&o azymo, das farinhas humidas, ete. 
No anno de 1840 observon-se em Pariz uma verda- 


ly 
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deira epidemia @’aquelle bacillo na farinha de trigo, cau- 
sando espanto geral entre os padeiros. 


Uma cultura do cbacillo prodigioson d& uma _ co- 
loragéo vermelha muito caracteristica, excepto quando é 
feita sobre gelatina, onde a materia corante s6 apparece na 
superficie e com um matiz menos vivo ; a falta de oxygenio 
no fundo do vaso explica a auzencia do bacillo n’aguelle 
ponto, onde veem-se apenas uns grumos cahidos da super- 
ficie. Nos caldos ainda nota-se o mesmo phenomeno e pelos 
mesmos motivos ; mas nas batatas a coloragéo apresenta-se 
com todo o seu vigor e intensidade. 

Examinando-as ao microscopio notar-se-4 que nas ¢ul- 
turas novas os microbios séo muito pequenos : nao excedem | 
de 1a2 millesimos de millimetro e as suas extremidades 
sho arredondadas ; esta disposi¢&o ultima persiste ainda 
quando, com os progressos da idade, o bacillo se alonga. 
No estado anaerobio elle desenvolve-se Sem dar a coloracao 
que lhe 6 peenliar. 

Por mais viva que sejaa coloracio, esta nao é percebida 
ao microscopio ; a materia corante esta contida nas cellu- 
las, sob a forma de pequenos grios, que abandonam o seu 
envolucro quando a cellula envelhece; mas a tinta nado se 
diffunde enem é soluvel na agua, dissolvendo-se, pelo con- . 
trario, no alcool, no ethere no chloroformio. 

A tinta que provem da materia corante do bacillus pro- 
digiosus apresenta win vermelho vivo, com propriedades 
analogas as @aquellas que provém da anilina, que sio 
obtidas de uma leuco- base ineolor, qne manifesta a colorac&o 
toda a vez que se acha em presenga de um acido ; como 
exemplo temos a fuchsina que € 0 acido chlorhydrico 
ecombinado com a rosanilina, ou melhor: o chlorhydrato de 
rosanilina. 

Se juntarmos win aleali.a uma solucao da materia co- 
‘ante do cbacillo prodigioso» a tinta resultante d’esta eom- 
binagao altera-se e toma a céramarella. Um acido, pelo 


contrario, avivara a cér primitiva, deixando eseapar vapo- 
res ammoniacaes. A. tinta 6 capaz de colorir os tecidos ve- 
getaes @ animaes, porém ¢ pouco resistente e desbota 
quando exposta ao sol; tambem ainda nao se fez um estudo 
industrial do seu processo de extracgao, de modo a poder 
elia entrar na pratica da tinturaria. 

O bacillo péde perder as suas qualidades chromogenias : 
verificou-se 0 facto cultivando o microbio sobre batatas, a 
38 grios de temperatura. Continuando-se estas condi- 
cdes as culturas em geracdes successivas, Wn experimenta- 
dor paciente chegou a obter uma raga incolor, apezar da 
presenca do ar; mas submettido 4 temperatura ordinaria o 
bacillo apresentou novamente a sua materia corante. 

Wasserzug conseguio uma raga incolor fixa, effeetuan- 
do culturas successivas em caldoassucarado : o facto éinte- 
ressante porque se 0 agente pathogenico estiver na materia 
corante do microbio pode-se, por aquelle processo, chegar 
a supprimir a sua toxidade. 

O anicro-bacillo prodigioso» é pleomorpho e tem sido 
descripto ora como coccus, ora como bacillus. De facto, as 
vezes elle reveste formas bacillares muito longas, até mesmo 
formas espiraes ; 6 assim que Wasserzug cultivando-o em 
caldo ligeiramente acidulado obteve (é certo que com alguma 
lentid&o) a forma bacillar, que cada dia alongava-se mais. O 
caldo era acidulado com uma solucgao a +% de acido tar- 
trico. Nos filamentos ha alguma mobilidade, que se con— 
segne perceber no campo do miecroscopio. Em todo o 
easo & preciso manter as culturas em um meio acido, mu- 
dando uma vez por outra o liquido, porque aquelles micro- 


bios secretam ammoniacos simples e compostos que vae 
alealinisando o meio, e n’este caso elles tomam a forma re- 
donda. 

Se durante alguns minutos aquecermos as culturas a 
uma temperatura de 56°, repetindo a operagio quatro ou 
cinco vezes, a nova raca fixar-se-4 definitivamente na fornia 
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que tiver revestido. A mudanca de forma operando-se 
por passagens successivas nos dard a chave da theoria do 
transformismo, pergunta o Dr. Roux aos biologistas? 

Obser vam-se ainda outras transformagées do prodigio- 
sus, sob varias influencias ; ha a forma dita de soffrimento, 
que elle reveste nas culturas envelhecidas ou misturadas 
com antisepticos. N’esta forma de involu¢&o o germen 
apresenta o aspecto de uma cellula incliada, intumescida, 
que o desfignra aos olhos do observador habituado a exa- 
minal-e em suas condigées normaes. 

Em geral o cbhacillo prodigioso» administrado em pe 


quenas doses nao é pathogenico. Torna-se pelo contrario , 
perigoso em grande quantidade, ou quando a sua virulen- 
cia tem sido exaltada por passagens successivas. 

Tambem pdde elle servir para reforgar a acc&o de on- 
tros virus. Roger langou mfo d’este germen para exaltar a 
virulencia do carbunculo symptomatico : com o auxilio das 
duas injeccdes associadas elle conseguio matar coelhos que 
tinham-se mostrado refractarios aos dous virus agindo iso~ 
ladamente. A cultura do bacillo morto produz o mesino 
resultado. 

O bacillo de Kiel foi descoberto na cidade d’aquelle 
nome, em cujas aguas é elle encontrado em grande abun- 
dancia. E’ uma bacteria banal que cultiva-se bem_em 
quasi todos os meios, dando bellissima colorag&éo vermelha. 


Cultivado em caldo elle apresenta o aspecto de pe- 
quenas estrias moveis, que vio mais tarde tornando-se 
fixas. Liquefaz a gelatina, tingindo-a de vermelho. Em 
batata d4 culturas muito bonitas, assim como em agar-agar. 
A materia corante é soluvel na agua, no alcool, no ether, 
no chloroformio e no acido acetico. Ella é analoga a do 
bacillo prodigioso e apresenta as mesmas reacgées ; como 
ayuella muda de cdr em contacto com os acidos e com as 
bases. Exposto 4 luz o bacillo perde pouco a pouco a sua 
pigmentagao até ficar incolor, 
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Lameul compoz um meio artificial no qual o microbio 
da o marimum de sua materia corante Tudo quanto dis- 
semos sobre as reacgées chimicas © tintas do bacillo prece- 
dente pode: seapplear & materia corante do bacillo de Kiel. 

A torula rosea, wuito espalhada no ar, approxima-se 
mais dos « levédos» @ como estes reproduz-se por meio de 
rebentos ; entretanto clla n&ao preside a nenhuma fermen- 
tagio e perde a sua cor rosea em cultura avaerobia. 

As sarcinas so bacterias que vivem no arena agua e 
encontram-se em grande abundancia no tubo digestivo, es- 
pecialmente no estomago dohomem. Apresentam em geral 
a cor amarella e seus diversos matizes 5 0 ar aviva a colo- 
racio propria de cada uma das variedades. 

O bacillus pyocyanicus é um miecrobio que se encontrava 
outvora com muita frequencia nas salas de cirurgia dos 
hospitaes produzindo o puz azul dos eurativos, eurioso phe- 
homeno que tanto intrigava os cirurgiées antigos, que o 
reconheciam n&o somente pela cdr, como tambem pelo seu 
cheiro caracteristico. Antes do emprego dos antisepticos 
era commum o puz azul, que acreditava-se ter sido secre- 
tado pelo doente ; e até alguns praticos viam n’essa com- 
plicac&o microbiana um exeellente symptoma de feliz pre- 
sagio para o paciente ! 

Observando-se, porem, que fora do contacto com o 
doente os pannos e fics dos curativos contaminados trans- 
mittiam As compressas limpas uma especie de contagio, 
continuando-se a notar as manchas azues, occorreo aideia 
de que talvez fosse um microbio, como de facto é, a origem 
do singular phenomeno. 

Os estudos comegaram pelas propriedades chimicas 
do puz azul. Tratando os pannos pelo chloroformio, Por- 
dos obteve alguns erystaes e isolou uma substancia corante 
—a pyocyanina, comportando-se chimicamente como as 
materias corantes vegetaes basicas, como é por exemplo, 
a tintura de touruesol. 
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Em seguida Gessart procurou o microbio € conseguio 
jsolar um pequeno bacillo desenvolvendo-se no caldo, em 
gelatina, gelose e em geral nos meios ligeiramente alcali- 
nisados. Semeado pelo processo das estrias sobre agar 
aquelle germen diffunde sua materia corante pela massa 
de gelose, que toma uma coloragiéo azul esverdeada. No 
caldo essa coloracio pende mais para o amarello eo mi- 
crobio cultiva-se algumas vezes em véo; tornando-se a cul- 
tura incolor, se Ihe falta o ar. 


Quando a materia corante é tratada pelo chloroformio, 
vé-se no liquido uma camada fluorescente esverdeada ; isto 
significa que o microbio tem mais de um pigmento. Cul- 
tivado em albuminas6 obtem-se mesmo esta materia fluores- 
cente, e repetindo-se a cultura muitas vezes, o microbio 
perde a faculdade de secretar a pyocyanina. 


Chimicamente esta nova materia coraute offerece os 
mesmos caracteristicos da fluoresceina ; mas se callocarmos | 
a cultura albuminosa em um bal&o com um pouco de pep- 
tona 0 microbio passard a fabricar a pyocyanina, que nos 
pareceré mais azul do que de ordinario,.e um pigmento ti- 
rando a verde, que pela oxydac&o torna-se pardacento. O 
meio por excellencia para a cultura Weste microbio é um 
caldo glycero—peptonisado a 5%, ao qual junta-se agar em 
dose sufficiente para que o substrato adhira As paredes do 
vaso. 

A pyocyanina obtem-se facilmente tratando-se uma 
cultura em caldo, ou gelose pelo chloroformio ; basta dei- 
xar o chloroformio em coatacto com a cultura sem agital- 
os. O chloroformio tinge-se de azul e pela evaporacao 
abandona a pyocyanina, que apresenta-se sob a forma de 
longas agulhas azues. 


A pyocyanina exposta ao ar oxyda-se e dé a pyoxan- 
those, emquanto que o pigmento verde que se obtem nas 


culturas em que entra uma peptona glycosada, em presenga ’ 
do ar torna-se pardo, 


Em summa, variando-se as condicées da cultura, ou 
melhor ; submettendo-se 4 oxydagao os productos de secre- 
¢ao do microbio, obtem-se cineo pigmentos elaborados 
da seguinte forma : 


PGE, oaisictoat slain wenioniweees pyocyanina 
HT Albumina S118W < means e ween ee pig. fluorescente verde 
tl Solugio peptonisada............. (pyoeyanina e pigmento 
(Glycerina —gelose............... verde. 
IV Peptona glycosada... .....0 00... pigmento verde. 


V Productos pardacentos de oxydacao. 


Gessart creou, portanto, varias racas do bacillo pyoeya- 
HicoO ra raca—A-com pleta, criada em ealdo, dando a pyocya- 
nina eo pigmento verde fluorescente. Aquecidaa cultura a 
57° de temperatura, s6 apparece » pigmento fluorescente 
verde proprio da raca—F—em que transformou-se aquella 
primeira raga. A raca—P—-da a pyocyanina sé ; mas 
aquecida a 57° produz uma raga nova chamada—R §—que 
nao da materias corantes. Fm vez de aquecer as culturas 
a 57° péde-se fazer passal-as repetidas vezes pelo organis- 
mo do coélho, fixando-se por este processo as diversas espe- 
cies ou ragas do bacillo. 

Guignard e Charrin conseguiram modificar a morpho- 
logia do bacillus pyocyanicus juntando alcool e acido borico 
ao caldo : por este meio elles obtiveram formas mais longas, 
que voltam entretanto 4 morphologia dos cocci quando as 
eulturas fieam velhas. 

Das experiencias de Charrin resulta que o bacillo 
pyoecyanico nao 6 perigoso quando procede do ar ou da 
agua ; mas quando elle tem a sua origem no puz é um mi- 
crobio virulento, eujo poder toxico augmenta por successi- 
vas passagens atravez do organismo do coclho, tornando- 
se mortal na dése de algumas dezenas de centimetros 
cubicos. 

Injectado em déses menores sob a pelle de pequenos 
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animaes, elle dé origem a uma molestia chronica, que no fim 
de duas ou tres semanas traduz-se pela paralysia de uma 
ou mais patas do animal; paralysia que pode augmentar 
progressivamente até matal-o, ou ent&o retroceder eo ani- 
mal curar-se. Quando apparece a paralysia nau se encon- 
tram mais os microbios no sangue. Depois da morte en- 
contra-se degenerescencia amyloide dos rins, infaretus ou 
um rim pequeno contrahido, ao passo que 0 corac&o esquer- 
do é sempre hypertrophiado. 

O microbio elabora, de facto, uma substancia toxica, 
da qual, segundo pare ce, origina-se a paralysia. A mate- 
ria corante azul éinoffensiva. Retira-se a substancia toxica 
de culturas vivas ou mortas, por meio de filtrac&o sobre a 
vela Chamberland ; esta substancia injectada em pequenas 
déses confere uma especie de immunisagao e o serum dos 
animaes assim vaccinados parece ter uma acc&o preven-— 
tiva contra a aggressio dos microbios. 

No homem o puz azul é hoje rarissimo por causa da 
applicag&io systematica dos processos antisepticcs nos cura- 
tivos cirurgicos. 

Ao contrario das affirmativas dos cirurgides antigos, 
resulta das obServagées clinicas modernas que o puz azul 
apparecendo em grande quantidade em um doente, sé lhe 
péde ser nocivo. 


O professor Bouchard poz em evidencia o antagonismo 
@esse germen com o microbio do carbuneculo, injectando 
ambos os productos em pontos visinhos, sob a pelle de 
coélhos: 12 sobre 16 d’esses animaes inoculados d’aquelle 
modo resistiram. 


Outros experimentadores (Blavametchisky) notaram 
que as duas bacterias eram envolvidas pelas cellulas, quan- 
do injectadas no olho do coélho, de modo que n&o podiam 
desenvolver-se; mas verificaram tambem que por este 
meio nao consegue-se a immunidade dos animaes, que con- 
tinuam a ter o mesmo grao de receptividade. 
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Semeando-se os dous germens em uma boceta de Petri 
e fazendo-se estrias, em um sentido com o germen pyocya- 
nico, e em outro com o do varbunenlo, nota-se que nos pon- 
tos de interseccio ha linhas que o germen do carbunculo 
no transpde. 

O bacillo pyoeyanico desenvolve-se em erescente e da 
um cheiro especial, que tem a singularidade de impedir o 
desenvolvimento do wicrobio do carbunculo, quando am— 
bas as culturas s&o collocadas uma ao lado da outra, em 
uma camara humida. 


Bacterias Photogenias 


Ao terminar este capitulo parece—me de utilidade di- 
zer algumas palavras, a titulo de informacdes complemen- 
tares, sobre a propriedade que tém certos microbios de 
lnzir na obseuridade. 

Eneontra-se a phosphorescencia em varias especies mi- 
crobianas. Foi Pfluger quem notou primeiramente (1875) 
que os clarées emittidos pela carne do bacalhao fresco 
(Macé) eram devidos ao desenvolvimento de um certo 
germen, e que este micro-organismo dava origem & phos— 
phorescencia que t&o frequentemente nota-se no mar do 
Norte. 

Em 1878 essa especie recebeo de Cohn o nome de 
Micrococcus Phosphoreus, germen que tambem tem sido en- 
econtrado no salm&o e em outros peixes. 

Algumas dessas curiosas especies desenvolvem-se na 
‘arne. Nuesk refere que em poucas horas toda a carne 
de um mesmo agougue ficou contaminada ; entretanto n&io 
és6 na carne, ou no peixe, que estes micro-organismos de- 
senvolvem-se : a gelatina é para elles um bom meio de cul- 
tura (@) e na agua salgada elles vivem durante muito 
tempo. 


(1) Uma tsrde do mez de Dezembro de 1895, quando trabalhava- 
mos no Jaboratorio do professor Ronx, em companhia de outros colle- 
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O ar é necessario 4 producgio da phosphorescencia ; 
na auzencia do oxygenio ella naose faz. As culturas feitas 
na obscuridade, ou em plena luz, s&io ignalmente phos- 
phorescentes ; isto significa que o facto de ter sido cultiva- 
do em = presenga da luz nao influe para que o microbio 
perea a propriedade de Juzir no eseuro. 

As chronicas medicas da antiguidade referem o phe- 
nomeno observado em certos individuos, cujo suor luzia na 
obscuridade ; 0 phenomeno era sem duvida nenhuma devido’ 
a alguma bacteria luminos: contida no suor, ou n’elle de- 
positada pelo contacto com as roupas contaminadas por 
qualquer maneira. » 4 
gas, ji'sendo muito escuro e nao estando ainda accésos os bicos de gaz 
entrou o professor Chantemesse com um vaso de cultura do <microbio 
phosphorescente> envolvido em um jornal e desembrulhou-o em nossa 
presenca, causando surpresa a todos o clarfo que partio do vaso de cul- 


tura. A intensidade era tal que cada um de nés pdde ler um trecho do 
jornal, 4 luz d’aquella curiosa lampada. , 


CARBUNCULO BACTERIDIANO 


SUMMARIO—Molestias carbunculosas dos ani- 
maes.— Pustula maligna do homem.— O 
carbunculo é inoculavel.—Commissio do 
Eure e Loire.— Experiencias no coelho. no 
cobayo e no rato.—Autopsia de um animal 
carbunculoso. — Bacteridia carbunculosa . 
sua descoberta.—Culturas sobre os diversos 
meios.— Es poros : condicodes para a sua for- 
macaio.— Propriedades dos esporos.—Bac- 
teria asporogenia. Receptividade dos di- 
versos animaes para o germen. 


Sob o nome generico de carbunculo confundiram-se 
outr’ora varias affecgdes, taes como a septicemia, as gan- 
grenas, as infeegdes putridas e outras.—Chabert, professor 
da Escola Veterinaria de Alfort, foi o primeiro que procu- 
rou metter um pouco de ordem n’esse chaos, distinguindo 
tres formas de ecarbunculo, 0 que ja nao era pouco. Na 
realidade ha duas molestias distinetas. Por ora vamos 
nos oceupar com o carbunculo bacteridiano, aquelle que 
ataca com frequencia 0 boi, 0 carneiro e o cavallo. 

— No boia molestia manifesta-se com grande intensi- 
dace e rapidez ; 0 animal fica triste, cessa de comer, incha-se- 


— 140 — 


lhe o ventre e dentro de pouco tempo morre quasi que ful- 
minado. O cavallo apresenta os mesmos symptomas prodro- 
micos, tem colicas, os seus pellos cahem 4 menor trac¢&o e 
o animal morre tambem em breve espago de tempo. No 
carneiro a molestia caminha ainda com maior rapidez ; e, 
sem que ninguem suspeite a existencia da menor indisposi- 
cio, no dia seguinte sto encontrados mortos nos curraes ou 
nos estabulos, 10, 20, 30 animaes! 


Os pastores sabiam que o mal era contagioso e que os 
individuos que manipulavam as carnes de um animal car- 
buneuloso, tendo qualquer arranhadura ou_ escoriacao 
nas m&os, viam desenvolver-se nos pontos escoriados um 
edema particular com uma insignificante vesicula, que era 
seguida de uma infecc&o geral, traduzindo-se por pheno- 
menos graves, que terminavam ordinariamente pela morte 
em 36 ou 48 horas ;— era a pustula maligna, molestia temi- 
vel e que é muito comnum em toda a parte onde existe o 
carbuneulo. 


_ A autopsia de um animal carbunculoso offerece 4s vis- 
tas do operador um phenomeno que prende logoa attencao : 
—vem a ser 0 grande desenvolvimento do ventre (estomago 
e intestinos) que transudam uma espuma Ssanguinolenta. 
O baco attinge proporcées enormes, chegando .a adquirir 
quatro ou cinco vezes o seu volume normal e torna-se t&o 
molle que tem antes o aspecto e a consistencia de uma polpa. 
Esta lesto é caracteristica e deu logar a que o carbunculo 
fosse chamado tambem sangue de.bago, denominac&o pela 
qual é conhecida a molestia entre os criadores, em Franga. 

O sangue apresenta alteragdes especiaes : coagula-se 
mal, 6 negro, viscoso e adhere aos dedos. Na base do co-. 
ragao encontram-se pequenos fécos hemorrhagicos, e nos 
rins grande congestao ; de sorte que as urinas mostram-se 
sanguinolentas, sobretudo nos carneiros, que apresentam o. 
pissement de sang, como chamam os pastores francezes a 
este signal, que Ihes serve para diagnosticar com aute- 
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cedencia a molestia em animaes que ainda n&o tém os ou- 
tros symptomas caracteristicos. 

Na Franca era o carbunculo muito vulgar, especial- 
mente em Beauce, onde fazia cada anno grandes estragos ; 
386 ahi caleulava-se em seis milhées de francos vo prejuizo 
annual dos criadores. Estes, alarmados com aquellas per- 


das tao consideraveis, nomearao uma commissao de pessoas 
julgadas competentes para estudar o mal ; foi essa commis- 
sio conhecida na historia do carbunculo por Commissdo do 
Eure e Loire, que em 1852 transportou-re a Pariz afim de 
ouvir 0 parecer de Rayer e Davaine. 

Fizeram eXperiencias para saber se o carbunculo era 
uma molestia, isto 6: uma entidade morbida especifica, ou 
se derivava de causas multiplas e diversas ; e com este intuito 
elles inocularam bois e fizeram passagens dos bois para os 
carneiros e Mestes para o cavallo. Inocularam ainda 
coélhos, cobayos e ratos com productos pathogenicos ex 
trahidos da pustula maligna do homem, molestia n’ esse tempo 
muito commum waquelles logares. A comimissio tendo 
sempre encontrado o carbunculo apés aquellas inoculagées 
coneluio que tratava-se de uma molestia unica. Jdera um 
progresso no estudo da questao. 

Em. que condi¢gdes fazia-se a contaminagao ?—A com- 
missao fez cohabitar carneiros s&os com os doentes ou com 
cadaveres carbunculosos : a transmiss&io nao se dava; logo 
o virus n&o era volatil, segundo a expresssio d’aquella 
epoca. As inoculagdes eram feitas com sangue, polpa das 
org&os, serosidade, ete e reproduziam sempre o carbunculo, 


Logo depois das inoculagdes ou mesmo alguimas horas 
mais tarde nada apresentavam os animaes de anormal, até 
que apparecia um edema circulando o ponto inoculado. 
A partir d’esse momento os ganglios intumesciam e ficavam 
dolorosos, sobrevinha em seguida a febre e terminava 
tudo com a morte, que nao tardayva. 

A autopsia revelava o edema especial que circundava 
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© ponto inoculado, de cujos tecidos sahia um liquido claro 
com estrias sanguinolentas e de consistencia gelatinosa. 
Os ganglios eram tumefactos ;0s intestinos congestionados ; 
o baco enorme e o figado negro. 


Entretanto no carneiro co edema peripherico falta 
muitas vezes; no homem, porém, nunca deixa de appare- 
cer. N’aquelles animaes a bexiga contem urina sanguino- 
lenta, mas os pulmées nada apresentam de anormal. 


O exame microscopico do sangue, feito com um aug- 
mento de 300 a 400 diametros, deixa ver oS globulos ver- 
melhos amontoados em tulhas irregulares e n&o reunidos 


em pilhas, como no estado normal. Nos espagos livres no- 
¢am-se pequenos bastées (bastonetes) transparentes, duas ou 
trez vezes mais longos do que o diametro dos globulos, 
n&o raras vezes reunidos dous a dous, pelas extremidades. 

Davaine e Rayer viram estes bastonetes em 1850, e 
deram-lhes a denominagao de bacteridia do carbunculo, 
chamando a attenc&o ao mesino tempo para a sua immobili- 
dade e transparencia. 

Pollender estudando o sangue de uma vacea carbun- 
culosa no correr do anno de 1855, encontra os mesmos 
bastonetes, comportando-se como formas vegetaes e dando 
aS mesmas reacgées histo-chimicas ; mas elle nenhuma con- 
clus&io soube tirar d’esta sua observacio. 


Dous annos mais tarde (1857) Brauell verifica a pre- 
senca dos bastonetes no sangue de aniimaes carbunculosos, 
muito tempo antes da morte dos mesmos animaes; sendo 
certo que os bastonetes augmentavam na raz&o directa da 


intensidade da molestia e ainda depois da morte. N’esse 
momento aquelle observador assignala-os como tendo adqui- 
rido movimentos, quando na verdade elle os confundia com 
0 vibrido septicc, passado do intestino para o sangue. Este 
facto observa'se sempre que um experimentador pouco 
attento procura inocular o carbunculo servindo-se do san- 
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gue de um animal em putrefacg&o : elle consegue apenas 
inocular 0 microbio da septicemia. 


Em 1863 Davaine 1é perante a Academia de Sciencias, 


de Pariz a celebre memoria em que elle declara que 0 «ear- 
bunculo & uma molestia especifica, causada pelo desen- 
volvimento de um = organismo particular no corpo da 
victima.» HE como prova, elle acerescenta que 0 carbuneulo 
nao podendo passar 4 placenta, o feto conserva-se indemne 
quando a mai é atacada do mal;e mais : que o sangue 
@esta inoculado, reproduz sempre o carbunculo ;a0 passo 
que nenhum resultado se consegue com o sangue do feto. 

Esta allegagio de Davaine nao é rigorosamente exacta : 
estudos mais aprofundados fizeram ver posteriormente que 
aleumas vezes (bem raras, é verdade) encontra-se o bacillo 
no sangue do feto. 

Jaillard e Leplat combateram as doutrinas de Davaine 
argumentando com uma serie de experiencias por elles 
feitas, em que commetteram evidentemente o erro de inocu- 
lar a septicemia por|passagens successivas de uns para outros 
animaes, oS quaes morriam tedos. Elles nao encontravam os 
bustonetes, mas tambem nao se preoecupavam com os vibrides. 
Era debalde que Davaine mostrava aos seus contradictores 
os seus erros, fazendo-lhes ver pelo exame ecadaverico dos 
animaes por elles inoculados, que as lesdes encontradas nao 
eram de modo algum as do carbuneulo. 

Vieram novas objecgées, affirmando os antagonistas 
de Davaine que a causa do carbunculo n&o era os basto- 
netes e sim os principios alterados do sangue, as materias 
albuminoides, ete. 

Estava a questio neste pé quando Koch conseguio 
fazer culturas sueceessivas no humor aquoso do olho, repro- 
duzindo o earbuneulo na 4 ou na 5* cultura fora dosangue. 

Afinal, em 1877, veio Pasteur e resolveu deflnitiva. 
mente o problema, matando a questao. Elle estudou pro- 
fundamente o assuinpto e como chimico fez culturas suc- 
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cessivas muito puras, em urina esterilisada, em caldo eem 
agua de levédo ; apresentou finalmente um microbio aero- 
bio podendo-se cultivar fora do organismo e tendo um 
aspecto differente do germen encontrado no corpo dos 
animaes. 

Pasteur demonstrou que quando cultivado'ao ar o mi- 
crobio do earbunculo d& endosporo; que o mesmo germen 
pode viver em uma temperatura de 18 a 40 gréos; mas 
que a temperatura que mais lhe convém estaé comprehen- 
dida entre 33 e 88 gréos ; que se a temperaturadesce a 14° 
a esporulacdéo n&o se faz mais e as formas vegetativas tor- 
nani-se monstruosas ; que finalmente a 42° elle ainda vive, 
sem dar, porém, espdros. No corpo dos animaes os endos- 
poros n&o se formam 4 falta de ar. 


A bacteridia filamentosa morre entre 55 e 57°, ao passo 
que os espoéros resistem até 88°, sendo necessario para ma- 
tal-os, que elles fiquem sob a acg&o @’aquella temperatura 
durante 15 minutos. A’ temperatura de 98° a morte so- 
brevem rapidamente. 


No vacuo, immergidos no alcool ou nas solucées an- 
tisepticas, os espdéros ainda resistem. Continuando suas 
experiencias, Pasteur cultivou-os em meios variados e mos- 
trou que no sangue oxygenado os bacillos d&o espdéros e que 
0 oxygenio sob presséo, que mata as formas vegetativas, 
deixa os esporos intactos, 


Elle ainda demonstrou que os germens mais bellos sio 
os que se obtém em culturas feitas no humor aquoso ; sendo 
certo que o bacillo prolifera igualmente bem nos outros 
meios solidos ou liquidos. 


Em tubos de gelatina, semeado por picadas elle d4 
filamentos, que, partindo perpendicularmente do eixo da 
picada para a peripheria do vaso, tomam o aspecto de uma 
escova de limpar os tubos dos cachimbos, liquefazéndo ao 
mesmo tempo a gelatina. 


A gelose preparada com caldo de carne sem peptona é 
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um bom meio de cultura para o bacillo. Sobre batatas as 
culturas sao espessas, a lJeguminosa ennegrece e a bacteria 
vive a custa do amidon, que ella transforma em assucar 
e depois em acidos, os quaes por sua véz devem ser neu- 
tralisados com o carbonato de eal. 


Algumas vezes suecede que em certos meios a cultura 
filamentosa nao da espéros, sem que se saiba araziio disso. 
Pasteur notou que em culturas velhas sobre gelatina a 
bacteridia perde a propriedade de formar espéros.  Se- 
meando-se caldo com um pouco de sangue carbuneuloso e 
expondo-o a uma temperatura de 42°,5 a bacteria desen- 
volve-se, mas n&o dé espéros ; apenas nota-se no interior do 
bacillo uns pontos brilhantes, chamados microsporos, ow fal- 
sos esporos de Chauveau, que nada tém de commum com os 
verdadeiros esporos. Semeados de novo esses filamentos 
em um meio aquecido a 33°, que é a temperatura optima da 
hacteridia, obtém-se novos espé6ros ; mas para obter-se de- 
finitivamente a bacteridia asporogenia, isto é: privada da 
propriedade de esporular, deve-se langar mao do processo 
moderno do Dr. Roux, que recommendamos de preferencia 
a outro qualquer. 

Jonsiste o processo no seguinte: divide-se por um 
grande numero de tubos de ensaio (de 36 a 50) caldo de 
vitello peptonisado e ligeiramente alealinisado, 4 razio de 
10 centimetros enbieos por tubo. Os tubos sto divididos 
em varias series de 10 tubos cada uma, levando a numera- 
cAo 1, 2,3, 4...10. Faz-se uma solugao de acido phenico a 
14% (sem alcool) e deita-se em cada tubo uma certa quanti- 
dade desta solueio phenicada, em progressio ascendente, 
a comecar do primeiro tubo, de modo que o conteudo de 
cada tn eorresponda 4 seguinte tabella : 


RW Biisiasaare enim Tomy 
Be Boyt cea anaes 0.°°60 
BY Nii oh deean espe eas Sn 2,00 
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Isto quer dizer que cada tubo contera respectivamente 
2, 4, 6,....20/10,000 de acido phenico. Os tubos sao arro- 
lhados com algod&o, sendo ainda fechada 4 lampada a ex- 
tremidade que fica acima da bucha de algod&o, para evitar-se 
a evaporacao do acido phenico durante a esterilisagéo no 
autoclave. Terminada esta e depois de resfriados os tubos, 
cada um delles é aberto e semeado com uma gotta de san- 
gue carbunculoso e collocado na estufa, 4 uma temperatura 


de 33° a 37°, havendo antes a cautela de cobrir os tubos com ° 


um barette de borracha. 

Tempos depois, 10 dias mais tarde, examina-se a cultura 
e ver-se-4 entao que alguns tubos nao apresentain nenhuma 
pullulacéo: sio justamente os de numero 7a 10, onde émais 
forte a proporcao de acido phenico; os de numero 1 a 3, 
contéin bacterias e espéros; e os intermediarios : 3, 4, 5, 6, 
podem apresentar bacteridias, mas nunca espdéros. 

Entretanto 6 preciso oper:ir sobre um grande numero 
de series, porque nem sempre as cousas passam-se assim ; 
os processos de preparacao da bacteridia asporogenia sao 
todos muito falliveis, sendo cntretauto este qne descreve- 
mos, 0 melhor e o que tem dado resultados mais seguros. 
Além disso a propriedade de tornar-se asporogenia varia 
um pouco, como demonstraram Arnould e Surmont, com a 
procedencia da bacteria. 

Elles conseguiram facilmente tornar asporogenia uma 
bacteridia proveniente do Instituto Pasteur ; ao passo que 
nada conseguiram com uma outra por elles colhida,de um 
caso de carbunculo humano. 


Para verificar-se a existencia dos espéros obtidos nas 
condigées acima expostas n&io basta 0 microscopio : é neces- 
Sario aquecer-se uma parte da cultura a 65°, de maneira a 
matar as formas vegetativas. Inocula-se depois o li- 
quido ; si o carbunculo reproduzir-se é que ahi ha espéros. 


O bacillus anthracis péde ser dado esperimental mente, : 


ela via hypodermica ou mesmo pela via gastrica. ie 
s a s di 
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versos animaes tém receptividade variavel para ogermen : 
o carneiro é de todos o mais receptivel ;em seguida vém o 
boi e 0 cavallo, sendo este o mais resistente dos trez. O 
camundongo (souris), o cabayo e o coélho contrahem facil- 
mente o mal. O rato propriamente dito, 0 cio adulto, es- 
pecialmente os ches de pello branco (porque?) resistem 
muito mais 4s inoculagdées do carbunculo. 

AS aves, com especialidade os pombos e as gallinhas, 
offereceim uma extraordinaria resistencia. Entretanto essa 
resistencia pode ser vencida por certos artificios :—fa- 
zendo-se, por exemplo, a ablagao do bago de um cfo 0 ani- 
mal adquirira facilmente o carbuuculo ; injectando-se pod 
impalpavel de carvao no sangue de um animal refractario 
este contrahirad a molestia, se lh’a inocularem ; parece que 
os leucocytos abarrotando-se de carvao ficam sem accio 
para defender a economia. 

Fazendo-se baixar a temperatura das gallinhas, que 
sabe-se ser de 43°, mergulhando-se-lhes aS patasem agua 
muito fria, durante aleum tempo, como fez Pasteur tantas 
vezes em Suas conhecidas experiencias, aquellas aves adqui- 
rem omal. O mesmo resnitado elle conseguia administrando 
chloral ou morphina aos gallinaceos. As ras, que s&o re- 
fractarias, deixam pelo contrario de o ser quando se eleva 
artificialmente a sua temperatura. 

Emfim, convém ainda notar que a idade e o estado de 
satide de um individuo péde fazer variar os effeitos da in- 
feceac, e que tal dése de virus, inoffensiva para um animal 
de béa satide, matard seguramente o mesmo animal en— 
fraquecido. A quantidade e a idade da cultura injectada 
tém igualmente uma grande importancia para 0 exito das 
experiencias. 


ETIOLOGIA DO CARBUNCULO 


SUMMARIO — Frequencia do carbunculo 
—Inquerito de Delafond em Franca.— 
Theoria da plethora.—Campos malditos.— 
Experiencias de Davaine : papel dos inse- 
ctos ; a molestia no inverno.—Etiologia do 
carbunculo ; os esporos.—Experiencias de 
Pasteur. — Perigos do enterramento dos 
cadaveres carbunculosos.— Os vermes.-— 
Prophylaxia do carbunculo : a molestia sé 
da uma vez. 


Ja sabemos que 0 carbunculo é uma molestia epide- 
mica, inoculavel e causada por um micro-organismo — 0 
bacillus anthracis. A sua etiologia deduz-se das proprieda- 
des Vaquelle germen, propriedades que ja deixamos estu- 
dadas no capitulo precedente. 

EH’ o carbuneulo uma molestia muito espalhada na 
Europa e conhecida em quasi todos os pontos do globo: 
epidemias do mal tém sido notadas com frequencia na 
Franea, Italia, Hespanha, Allemanha, Siberia, Argentina, 
Brazil, ete. ; a molestia é tao frequente na zona intertropi- 
cal, Como nos paizes frios. 

O paiz de Beauce é na Franga a terra classica do car- 
buneulo ; é justamente 14 que tambem a zoopathia tem sido 
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mais estudada, gracas 4 iniciativa dos criadores e talvez 
mesmo por causa da proximidade de Pariz. 

Era no verio que a molestia fazia maiores estragos ; 
todos os annos n’aquella epoca desenvolvia-se terrivel epi- 
demia, que matava milhares e milhares de carneiros e tam- 
bem animaes de outras especies, n&o deixando de atacar os 
grandes ruminantes. 

Os pastores acreditavam que a molestia era devida a 
um excesso de sangue na economia, n&o 86 porque os ani- 
maes urinavam sangue, como tambem pelo enorme volume 
que o baco adquiria, devido 4 congest&o intensa de que 
era séde aquella viscera. Esta ideia erronea dos pastores 
foi, sem mais exame, acceita por Delafond, que defendeu-a 
sob o nome de theoria da plethora, a qual foi geralmente 
combatida, e com vantagem, por quantos estudaram 0 as- 
sumpto racionalmente e baseados em elementos scientificos. 

Logares havia em que a mortalidade era verdadeira- 
mente espantosa ; em outros a molestia tornou-se perma- 
nente, a. ponto de serem as herdades n’elles situadas, aban- 
donadas pelos proprietarios, que nenhum resultado tiravam 
mais da criagao de carneiros n’aquellas pastagens, designa- 
das por campos malditos, pela gente do logar. Entretanto 
bastava remover os rebanhos para um _ ponto contiguo 
e apenas separado dos campos malditos por uma sim- 
ples cerea, para que a epizootia cessasse. A observacao 
deste facto e 0 conhecimento dos casos de contagio por 
inoculac&o no correr das experiencias anteriormente feitas, 
fizeram com que ninguem désse 0 menor valor 4 theoria 
dos pastores, defendida ingenuamente por Delafond. 

Davaine teve a ideia de explicar o contagio pelas pi- 
cadas dos insectos : elle apanhava algumas moseas e collo- 
cava-as sob uma campanula de vidro juntamente com um 
pouco de sangue carbunculoso ; depois cortava a tromba e 
as patas d’esses insectos e inoculava-as em animaes, que 
muitas vezes adquiriam assim o carbunculo,. . 

Ha n’essas experiencias um facto digno de nota: é 
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que no contagio natural do carbuneulo bacteridiano, quasi 
nunca se encontra edema no corpo dos animaes; em quanto 
que estas picadas apresentavam constantemente um edema 
bem desenvolvido. Davaine explicava o facto allegando 
que as moscas quando estavam armadas de seus espordes 
picavam mais profundamente, penetrando sob o derma; 
era Westas condigé6es que apparecia o tumor edematoso, 
que, pelo contrario, nao se desenvolvia, quando as moscas 
estavam desarmadas. 

Querendo saber si 0 virus carbuneuloso resistia ou 
vivia muito tempo, elle fez experiencias n’esse sentido e 
chegou @ conclusaio de que no sangue putrefacto os ger- 
mens morriam ; ao passo que seceando-se immediatamente 
o Ssangue retirado de um animal, a bacteria conservava a 
sua vitalidade e reproduzia a molestia, tma vez inoculada. 

D’estes factos tirou Davaine as seguintes illagées para 
i sustentacao do seu modo de ver sobre a transmissao do 
mal pelas moscas: dizia elle que aS moscas pousando nas 
pec¢as de carne, nas pelles espichadas, no sangue emfim, este 
adheria 4s patas do insecto, onde seceava rapidamente. O 
insecto conservava a semente ea transmittia aos animaes, 
picando-os ou simplesmente pousando sobre qualquer es— 
coriagéo, que por ventura o animal tivesse em sna pelle. 

Nao ha difficuldade em acceitar-se esta explicagio que 
é muito natural; e nem Davaine, com justiga, pdde ser ac” 
cusado de erro de experimentacao ; ‘sdmente ignorava-se, 
ao tempo em que elle fez seus estudos, a existencia dos espéros, 
que sé muito depois foram descobertos ; assim como elle 
desconhecia o facto, hoje corrente, de que si as formas vege- 
tativas do germen pddem viver oito ou dez semanas sobre o 
sangue secco, ellas perdem todaviaa virulencia depois d’ esse 
periodo de tempo. S6 os espéros vao muito além ; gragag 
a elles o carbuneulo perpetuava-se naqucllis regides, con. 
tamipando os rebanhos, com ou sem a intervencio das 
moscas, isto n&o vem ao caso. 

Objectou-se-Ihe a pouca frequencia do carbuncule no 


a 


inverno. Davaine replicou logica e trinmphalmente que 
n’aquella estag&o as moscas eram rarissimas, ou nao existiam’ 
de todo, visto o frio matal-as ; o que na verdade é um facto 
fora de contestagio. 

Perguntou-se-lhe ainda porque em certas montanhas do 
Auvergne os carneiros contrahiain a molestia, ao passo que 
em outras montanhas muito visinhas das primeiras os re- 
banhos conservavam-se indemnes ? 

—Era porque as moscas, uma vez adstrictas a um certo 
rebanho, acompanhavam-n’o para toda parte sem deixal-o 
mais.—Argumento um tanto fraco, mas ainda acceitavel. 

Mostrou-se-Ihe o facto de dous rebanhos separados 
apenas por uma barreira de arame farpado: um conta- 
minado de carbuneculo, e o outro inteiramente livre da mo- 
lestia. Davaine, que achou sempre explicacées verosimi- 
Ihantes, d’esta vez vio-se embaracadu para sustentar a sua 
opiniao de que aS moscas representavam um papel de- 
cisivo na transmiss&o do carbunculo ; opini&o que foi alids 
partilhada por muitos medicos d’aquella época, sem outro 
exame que n&o a palavra uns dos outros, que receberam a 
jdeia de Davaine. 

Abriu-se entao um inquerito scientifico, nomeando-se. 
para isso uma commisséo, cujos membros tinham infeliz— 
mente opinides preconcebidas sobre a quest&o e!confundiam - 
earbunculo bacteridiano com carbunculo symptomatico ; 0 
resultado foi nunea se entenderem e portanto nada poderam 
coneluir. 

Foi a Pasteur que coube a honra de demonstrar em 1876 
4 evidencia o papel do espéro, que Davaine n&o chegou a 
conhecer para tudo explicar ; elle que foi o unico até ent&o 
a fazer estudos conscienciosos e a tirar conclusées racionaes 
de suas observagées e experiencias, adiantando sem duvida, 
alguma cousa de scientifico no estudo do carbunculo, no 
tempo em que o assumpto andava téo embrulhado ea bac- 
teriologia n&o tinha adquirido ainda o direito de cidade. | 

Pasteur projectou uma luz intensa sobre o debate : elle 
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transportou-se ao paiz de Beauce e comegou os seus estudos 
no proprio centro onde se elaboravam as epideimias celebres 
e mortiferas de carbunculo. Alli fez elle com que os car- 
neiros comessem esporos e conseguio ver o carbunculo des- 
envolver-se n’aquelles animaes, em cujos excrementos 
eram encontrados tambem os esporos. Acompanhando a 
molestia, elle notou que a temperatura subia logo depois da 
ingestio e que anirte vinha logo por termo aos soffrimentos 
do animal, cuja autopsia revelava todos os signaes do ear- 
bunculo adquirido por contagio natural. 


Se os espéros eram administrados aos carneiros junta- 
mente com corpos duros, cheios de arestas e capazes de 
comprometter a integridade da mucosa gastro-intestinal, o 
numero de animaes contagiados augmentava. 


Facilima a explicagio do phenomeno: as escoriagées 
feitas pelos corpos duros ao longo do tubo iutestinal eram 
outras tantas portas de entrada abertas ao microbio, que 
sem isso passava muitas vezes intacto sob a forma de es- 
poro e era rejeitado com os excrementos, ou era atacado 
em sua férma vegetativa pelo succo gastrico. . 


Pasteur reconheceu ainda que nem todas as especies ani- 
maes adquiriam 0 mal pela via gastrica : assim succede com 
o coélho e 0 cobayo que nao sao contaminados por aquelle 
meio ; emquanto que 0 boi, o carneiro, 0 cavallo e o camun- 
dongo (sowris) contrahem a molestia ingerindo o germen. 
Partindo do econhecimento deste facto o experimentador 
genial pensou, e com razaio, que si oS animaes adquiriam a 
molestia pela via gastrica era porque o carbunculo devia 
existir sob a forma de esp6éros na superficie do solo, onde 
aquelles animaes pastavai. 

Convencido de que o facto era verdadeiro, Pasteur 
dirigio-se a alguns dos famosos campos malditos, tao com- 
muns no paiz de Beauce, e recoiheo um pouco de terra, que 
diluio em agua commum, deixando por fim a mistura re- 
pousar durante algum tempo. Depois aqueceo a terra até 
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uma temperatura que mata a maior parte dos mierobios, 
mas é sem accao sobre os espéros do carbuneulo. 

Aquella terra inoculada em alguns animaes deu-lhes 
a molestia, da qual morreram quasi todos; difficilmente, 
porem, 0 experimentador conseguio culturas puras d’ esses 
germens. Entretanto ficara estabelecido e fora de contes- 
tacao «que o germen do carbuncule existia na terra, e que 
era pastando n’aquelles logares, que os carneiros reve Dnamn 
0 contagio. » 

Como explicar-se a existencia de tao grande quanti- 
dade de espéros earbunculosos em certos e determinados 
campos ?—Os animacs mortos da molestia eram esfolados 
e divididos sobre aquelle sélo, onde cahiam tambem o san- 
gue e as urinas sanguinolentas, verdadeiros meios de cul- 
tura, proprios para a proliferagéo de germens. Sob-a in- 
fluencia do ar formavam-se os esp6ros, cuja grande resis- 
tencia 6 bem conhecida hoje ; e assim perpetuava-se a mo- 
lestia. n’aquellas pastagens. 

Ainda mais : os pastores alimentavam os c&es, que cos- 
tumam acompanhar os rebanhos, com a carne carbunculosa 3. 
muitas vezes aquelles animues, ainda com a boéca ensan- 
guentada, mordiam as ovelhas ;—nova origem da molestia, , 
que desta vez tinha sido verdadeiramente inoculada. 

E por fim eram os restos dos animaes superficialmente 
enterrados alli mesmo no campo; durante a noute certos 
animaes carniceiros vinham revolver as covas ;—outra 
fonte de contagio. As bacteridias assim espalhadas e em 
contacto com o ar davam espéros, de sorte que no fim de 
algum tempo certas pastagens apresentavam uma quanti- 
dade assombrosa de germens carbunculosos; e estavam 
assim constituidos os taes campos malditos, onde nenhum 
rebanho era poupado. 

Entretanto si os espéros ficassem sempre na superficie 
do solo expostos 4 influencia da luze do ar, no fim dealgum 
tempo elles seriam infallivelmente destruidos ; ; assim porem 
n&o succedia porque todos osannosas terras eram revolvi- 
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das e oS germens passavam para as camadas inferiores, 
onde ficavam ao abrigo dos elementos destruidores. Si a 
terra continuava secca nada de anormal observava-se; logo, 
porem, que chuvia nao tardavam a apparecer as epidemias. 

Pasteur explicava assim 0 phenomeno :—Os vermes do 
solo (minhocas) procurando seus alimentos, introduziam 
nos intestinos aquella terra contaminada ; mais tarde, re- 
montando 4 superficie do solo esses mesmos vermes deixa- 
vam ahi, com os seus escrementos, os espéros que tinham 
trazido das camadas inferiores. Koch combateo esta ex- 
plicacio, mas Pasteur replicou-lhe por uma serie de novas 
e rigorosas experiencias, que deixaram o facto bein esta- 
belecido. 

Das pesquizas de Pasteur e dos factos por ellas revela- 
dos, deduzia-se facilmente a prophylaxia :—cra_ preciso 
nao enterrar mais os cadaveres de animaes carbunculosos, 
que entrando em putrefaccio forneciam o oxygenio eo calér 
necessarios & formagao dos esporos. 

Com este intuito crearam-se cemiterios especiaes, cer- 
cados de muros, para o enterramento dos corpos contami- 
nados ; mais tarde, ainda fez-se cousa melhor :—passou-se 
a dissolver os cadaveres dos carneiros em acido sulfurico, 
que é baratissimo em Franga ; essa dissolug&o era reunida 
depois aos phosphatos, constituindo ent&o um excellente 
adubo, isento de espéros e muito procurado pela lavoura. 

O homem era muitas vezes contaminado directamente, 
adquirindo com frequencia a pustula maligna, cuja gravi- 
dade 6 de todos conhecida. Entretanto nao é esta a unica 
forma humana do ecarbunculo; € assim que os operarios 
que manipulam a 1& nos centros manufactureiros, ou em 
outra qualquer circumstancia, como em Bradford, na Ingla- 
terra (woolsorter’s disease) ¢ em Vienna os trapeiros, sio 
muitas vezes contaminados pelas vias respilatorias (car- 
bunculo pulmonar) apresentando uma pneumonia especial, 
com edema do mediastino, em geral difficil de diagnos- 
ticar-se, a n&o ser post mortent O carbunculo pode ainda, 
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se bem que mais raramente, penetrar no organismo hu- 
mano pelas vias digestivas, trazendo grande prostagao, 
febre e mais signaes caracteristicos da molestia, inclusive 
bacterias no sangue. 

Hoje a pustula maligna quasi que desappareceo com- 
pletamente da Franca, com especialidade de Pariz, em 
cujos hospitaes notavam-se outr’ora numerosos casos sa- 
hidos da classe dos magarefese talhadores dos agougues. 
As precaucdes tomadas explicam o facto da raridade hoje 
observada. 

O carbunculo sé dé uma vez; este facto ja era co- 
nhecido no comego dos estudos, porque notou-se que os 
raros animaes que escapavam 4 molestia contrahida natu- 
ralmente, inoculados mais tarde, nunca tiveram o carbun- 
culo. 


VACCINAGAO CONTRA 0 CARBUNCULO 


SUMMARI0 — O espéro conserva a virulencia 
da bacteridia que o gerou. — Resistencia 
dos espéros aos diversos agentes. — Atte- 


nuacao da bacteridia. — Escalas de viru- 
lencia.— Vaccina: sua escolha e conser- 
vacao. — Accaio dos antisepticos sobre as 


culturas. —- Aquecimento do sangue.— Ex- 
periencias.— Volta a primitiva virulencia ; 
exaltacao desta por meio de passagens suc- 
cessivas. — Toxina elaborada pelo bacillus 
anthracis.— Vaccinacao pela toxina.— Pro- 
priedade do serum dos animaes immunisa- 
dos contra o carbunculo. — Modo de vac- 
cinar. 


Adquirido o facto de que um primeiro ataque da mo- 
lestia conferia a immunidade, Pasteur procurou em seu 
laboratorio descobrir um virus attenuado yue produzisse 
uma molestia ligeira, capaz entretanto de preservar os 
animaes do carbunculo, do mesmo modo que na especie 
humana a vaccina confere a immunidade contra a variola. 

Logo em comego elle conseguio attenuar a bacteria ; 
mas 0 esporo que é a forma de resistencia do microbio, 
continuavaa ter a mesma virulencia, e Pasteur demonstrou 
que este esporo conserva tambem a mesma virulencia da 
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bacteria que o gerou. Ent&o elle procurou modificar as 
formas vegetativas do germen :a14 graos obtinha-se uma 
forma hypertrophiada, monstruosa, que nao dd espéros ; 
acima de 41 grdéos appareciam. filamentos abundantes, | 
porém nada de esSpéros. <A’ temperatura de 42 grdos e 
meio appareciam os falsos espéros de Chauveau, que nada 
tém de commum com os verdadeiros: séo, como j4 vimos 
no capitulo precedente, uns pontos brilhantes que observa-se 
no interior dos bastonetes, quando desenvolvidos em uma 
cultura de caldo alealinisado, feita em um bal&o (porque 
em tubos a evaporacio 6 rapidae nao permitte aquelle re- 
sultado), a semente sendo proveniente do sangue fresco de 
um animal carbunculoso. N&o se podia levar além 42,5 
a aquecimento da cultura, porque a 44° jé o desenvolvi- 
mento do germen era quasi nullo, e a 45° parava definiti- 
vamente. 


A bacteridia. crescia lentamente soba forma de fila; 
mentos curvos espalhados pelo liquido, de onde desappare- 
ciam os flécos caracteristicos das culturas. ordinarias.:’ 
Todos os factos observados n’aquellas experiencias de Pas- 
teur .s&o rigorosamente exactos e tém sido posteriormente 
verificados por todos os bacteriologistas. 


Um carneiro inoculado n’aquellas condigées morria no 
flm de tres dias. .A mesma cultura um pouco mais velha 
actuava mais vagarosamente, podendo até poupar o anima] 
si a deixavam ficar ainda mais velha. Uma cultura de 10 
ou 12 dias, inoculadaem um carneiro, communica-lhe a mo- 
lestia sob uma forma benigna, que n&io o mataraé. Levan- 
do-se mais longe a experiencia chega-se a n&io matar mais 
nem o coélho, 0 cobayo ou ocamundongo, que sio.na ordem 
em que estio indicados os mais sensiveis ao carbunculo, 
d’ entre os pequenos animaes usados nos laboratorios. 

Nem sempre, porém, aS cousas passam se com esta 
nitidez: todas as cellulas do liquido nao tém a mesma 
actividade na mesma occasiao e no mesmo individuo, por’ 


motivos que sto de observacio vulgar em experiencias de 
biologia. 

Si tomarmos culturas de 4, 8 e 12 dias e semearmos 
tres bal6es correspondendo respectivamente cada um delles 
a outras tantas culturas Vaquellas idades e os aquecermos, 
nao a 42°,5, mas a 33°, observaremos, inoculando as novas 
eulturas, que cada uma @ellas tera, em qualquer dia ou 
em qualquer epoca que seja, a mesma virulencia da cultura 
mai, na oecasiao em que foi tomada. 

FE’ que todas as vezes que semeamos uma cultura filha 
nos creamos uma raga nova de bacterias attcnnadas; esta 
attenuacato transmitte-se por hereditariedade e é além d’ isso 
fixada mais tarde, de modo que a virulencia perdida nao é 
mais recuperada pela bacteria. 

As eulturas filhas do bal&o de 8, 16 e 20 dias podem 
dar espéros ; ao passo que a cultura m&i n&o os dara, por 
causa da alta temperatura a que esta submettido o balio 
original. Aquelles espdros teem a mesma virulencia que 
os filamentos de onde provieram e fixam definitivamente a 
sua forca de resistencia, assegurando a reproduccio da 
nova raga, com o mesmo grao de toxidade. 

FE’ sobre estes principios que assentam a theoria ea 
pratica da vacecinacgio anti-carbunculosa. Se inocular- 
mos uma cultura de 10 dias em um coélho, em um cobayo 
e em um ecarneiro, aquelles dous roedores morrerao, ao passo 
que o carneiro resistiraé. Se de novo inocularmos mais 
tarde e com virus mais forte este ultimo animal e outro car- 
neiro, que ainda n&o tenha sido injectado e que possa ser- 
vir de termo de comparagao ou de testemunha, como se diz 
em linguagem de laboratorio, 0 carneiro testemunha mor- 
rerd, emquanto que o primeiro nem ao menos ficard indis- 
posto. Para preservar um animal do ecarbuneulo, basta 
pois, injectar-lhe sob a pelle um pouco de cultura attenuada 
de modo a s6 transmittir-lhe uma ligeira forma da molestia. 


Em summa: se fizermos uma cultura mae do bacillo 
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xarbunculoso e se todos os quatro dias fizermos novas cul- 

turas sahidas dessa cultura numero—l—teremos uma serie 
de tubos com uma virnlencia definida em escala decrescente.: 
Se ainda, cém cada uma estas culturas filhas, sempre 

mais velhas quatro dias do que a sua visinha, ndés inocu- 

larmos um carneiro, este contrahiré uma molestia passa- 

geira, tanto menos grave quanto mais velha for a cultura, 

e ficar4 preservado contra o carbunculo. Entretanto é 

preciso contar sempre com as idyosincrasias e com os di- 

versos gréos de receptividade individual, porque uma cul- 

tura inoffensiva para o carneiro —A—-poderd matar o car- 

neiro—B ;— d’ahi nasceu a ideia de preparar duas vacci- 

nas: uma muito fraca que é injectada em primeiro logar ; 

e uma outra forte que se repete alguns dias mais tarde. 

Esta pratica 6 hoje corrente em toda a Franga. 


A primeira vaccina deve ser tal que a sua virulencia 
nio mate um coélho ou um cobayo ; devendo, porém, em 
dése mediana matar infallivelmente um rato. <A segunda, 
que nao deve matar um carneiro, deverd fazel-o # um 
coélho, ou cobayo. Apdésas duas vaccinagées feitas com in- 
tervallo de poucos dias, 0 animal esta immunisado. Isso 
foi demonstrado pela primeira vez, do modo mais brilhante 
por Pasteur na celebre experiencia publica que no anno de 
1876 elle fez na herdade de Pouilly le Fort, perto de Melun, 
onde trata-se de elevar um monumento que perpetue 
aquella admiravel experiencia, de tao grande alcance eco- 
nomico para a Franga. 


Foi referindo-se mais especialmente 4 vaccina anticar- 
buneculosa que o sabio professor Huxley, de Inglaterra, 
emittio a seguinte proposic&o, que alids nao se applicava 
senao a uma pequena parte da obra do genial francez ; «As 
descobertas de Pasteur bastariam para cobrir a indemnisa- 
cio de guerra, no valor de cinco bilhées, pagos pela Franga 
a Allemanha». 


N’aquella memoravel demonstracio de Pouilly-le-Fort 
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Pasteur experimentou sobre 60 carneiros e 20 vaecas, e em 
todos esses animaes as cousas passaram-se conforme tinham 
sido previamente annunciados por elle. Desde aquelle dia 
a vaccinagao contra o carbunculo entrou na pratica ; afflui- 
ram de todos os lados pedidos de vaccina; dos 50,000 
carneiros apresentados Pasteur sé vaccinou 25,000; e como 
reinava o carbunculo, alguns carneiros j4 traziam o germen 
do mal no organismo, pelo que deram-se algumas mortes 
entre os vaccinados ; mas estes poucos casos nada eram, 
comparados com a excessiva mortalidade dos nio vaccina- 
dos, vivendo alias as duas series em Commum e nas mMesmas 
condicdées. 

Os poucas casos de morte entre os vaccinados serviram 
de ensinamento a Pasteur, que recommendou que @’alli 
por diante se fizesse a vaccinagao antes da epoca em que 
costumavam explodir as epizootias de carbunculo: os re- 
sultados foram excellentes, conforme estamos vendo hoje. 
Acabaram-se tambem os campos malditos que readquiram o 
seu valor normal, permittindo excellentes negocios a espe- 
culadores mais atilados, que aleangando o futuro do me- 
thodo pastoriano, apressaram-se em adquirir aquellas pas- 
tagens desvalorisadas, aos seus imprevidentes possuidores 
pelo-baixo prego de ent&o, para revenderem-n’as pouco de- 
pois com grandes lueros. Com ocarbunculo foi-se tambem 
a pustula maligna, que, como ja dissemos, é hoje rarissima 
em Franga. 

-— A immunidade seria duradoura ?— Quanto tempo 
levariam oS carneiros preservados contra o carbuneulo? 

Experiencias feitas em Montpellier provaram que, 
salvo raros casos individuaes, a immunidade ia pelo menos 
além de tres annos. o que era bastante para as necessidades 
da agricultura, uma vez qne esta é a durac&io media de 
um carneiro destinado 4 alimentac&ao. Alids nada se 
oppde a uma revaccinacio, como fazem alguns criadores. 

A Europa inteira: a Italia, Hespanha, Russia, Aus- 


tro-Hungria, Paizes dos Balkans, ete., adoptaram a vaccina 
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pastoriana, com o mesmo exito que notara-se na Frang¢a. 
Na Allemanha, porém, s6 mais tarde o processo pddese 
vulgarisar, porque no come¢o Koch fez-Ihe viva opposig&o 
instituindo experiencias que contradiziam as de Pasteur. 
As experiencias do bacter iologista allemfio eram real- 
mente feitas em condigdes excepcionaes e nao se approxi- 
mavam nem de longe da maneira pela qual os carneiros 
adquiriam o mal: Koch abarrotava os animaes de cultu- 
ras contendo quantidades formidaveis de espéros. Ora, 
tudo tem limite, e o organismo que re esiste a ingest&o de 
uma certa quantidade de virus (como é 0 caso dos carnei- 
ros, que procurando seu alimento nos prados ingerem, com 
as gramineas, um certo numero de germens) este organismo 
(bem comprehende- se), n&o resistiré certamente a déses 
massi¢as do mesmo virus. Afinal a evidencia do methodo 
acabou conquistando tambem o illustre contradictor de 
Pasteur, que ja reconheceo a sua utilidade ; ; mesmo porque 
nao era mais licito hesitar diante dos milhées de carneiros 
immunisados e dos milhées de francos poupados na patria 
de Pasteur e féra d’ella. 

. Posteriormente ensaiou-se e conseguio-se outro pro- 
cesso de attenuac&o do virus: tratando-se, por exemplo, 
as bacterias sem espdros pelo acido phenico, pelo bichro- 
mato de potassa a 3 ou 4 millesimos, ou pelo oxygenio sob 
a pressio de 8 atmospheras, consegue-se um virus attenuado 
capaz de dara immunidade. -Todos estes processos tém 
algum valor, porque é de facto ao oxygenio que se deve a 
attenuac&o do virus; tanto isto é certo que se fizermos uma 
cultura sem ar, ou com muito pouco, e a collocarmos a uma 
temperatura de 42°,5 ella n&o perderé a sua virulencia 
inicial. 

No sangue recolhido do coracg&éo de um animal morto 
de carbunculo julgou Toussaint nado existir uma sé bacteria 
desde que © sangue era aquecido a 55°; 0-facto, porém, é 
que ell as Sd morrem todas a 58°; as bacterias que restavam 
da experiencia de Toussaint ficavam attenuadas, mas 
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readquiriam a sua virulencia injectadas sob a pelle de um 
animal, que acabava morrendo de carbuneulo. 

O sangue aquecido a 58, (o que quer dizer que todas as 
formas vegetativas do microbio morreram) e injectado na 
dose de 15 a 25 centimetros cubicos, é capaz de immuni- 
sar um animal, apds curta molestia. Infelizmente esta 
immunidade communicada pelas substancias chimicas do 
sangue, 6 muito fragil e pouco duradvoura. 

Nas vaccinacées de laboratorio deve-ve agir com pru- 
dencia para nao matar os animaes, tao uteis 4s pesquizas. 
No coelho emprega-se uma primeira vaccina muito fra: ay 
da qual injecta-se de 15 a 20 centimetros cubicos nas veias 
do animal; oito dias depois far-se-4 ent&o uma injeccio 
subcutanea de uma cultura mais forte. 

Pode-se levar a attenuac&o a um grado tal que a bacte- 
ria se torne verdadeiramente saprophyta ; e se n&o se 
souber a sua origem é impossivel reconhecer o microbio. 
A virulencia é, pois, uma qualidade que se perde. 

Entretanto tambem podemos exaltar essa virulencia. 
Com um pouco de uma cultura inoffensiva para um rato 
adulto nés podemos matar um rato recem-nascido ; com Oo 
sangue d’este ultimo mata-se um rato de quatro dias ; com 
o sangue d’este segundo rato mata-se um outro de 8 dias 
e assim successivamente. 

A cultura que chega a matar ui rato adulto, inoffen- 
Siva para 0 cobayo, mataré um recem-nascido desta espe- 
cie. Se continuarmos subindo a escala, de especie em es- 
pecie, chegaremos a crear uma raga de bacteridias, cuja 
virulencia extremamente exaltada chegarAé a matar as 
especies mais refractarias. | 

Este facto, nota o professor Roux, leva-nos a crer que 
os microbios pathogenicos hoje conhecidos vieram talvez 
de especies saprophytas, que circunstancias fortuitas e fa- 
voraveis concuziram 4 virulencia, transformando- os, na 
successao ininterrupta dos seculos, em ragas novas que 
actualmente causam tanto damno ao homem € aos animaes, 
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Da experiencia de Toussaint resultou o ensinamento 
de que a bacteria desenvolvendo-se, d4 productos chimicos 
que conferem uma certa immunidade. 

O wicrobio modifica 0 meio de cultura reagindo sobre 
elle e secretando torinas ou productos chimicos. Para. 
obter-se a toxina do carbunculo é necessario cultivar o mi- 
crobio em uma solugéo de peptona, abaixo de 30 grdéos ; 
alguns dias depois filtra-se na vela Chamberland, satu- 
ra-se 0 liquido de sulfato de ammoniaco e obteim-se por 
este meio uma «albumose». Este precipitado recolhido em 
um filtro é Javado com sulfato de ammoniaco, depois é dia- 
lysado em uma corrente de agua a 42°, até que o sulfato 
de ammoniaco tenha desapparecido completamente. Mis- 
tura-se ent&o o liquido contido no dialysador com 10 vezes 
o seu volume de alcool forte para precipitar a albumose ; 
esta ainda é tratada pelo alcool absoluto e pelo ether, e 
como manipulacio final obtem-se um pd, que é a toxina 
do carbunculo. Esta substancia injectada em um cobayo 
mata-o ; mas administrada em pequenas quantidades con- 
ferc a immunidade. 

Nas vaccinacées do carneiro pode-se, por meio de gra- 
dagdes successivas, injectar bacterias muito virulentas; 0 
serum do animal adquire propriedades novas preservadoras 
do mal. Marchoux conseguio ‘injectar impunemente em 
um carneiro até 25 c. cubicos de uma cultura muito viru- 
lenta. Sob a influencia d’esta vaccinac&o intensiva o ani- 
mal adoeceo, mas curou-se, e 0 seu serum, nadose de um 
c. cubico, preservou um coelho. Ainda 0 mesmo serum 
injectado em um animal que ja tenha o germen do car- 
bunculo, salval-o-4 se a interveng&o se der nas primeiras 
horas. i 

Infelizmente esta immunidade devida ao serum nao 
dura muito ; parece que ella da aos phagocytas forga para 
digerir apenas as formas vegetativas, porque em presenca 
dos esporos ja ella n&o acttia mais. Por isso tambem 0 vi- 
rus attenuado confere uma immunidade muito superior 4 
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acyao ephemera dos phagocytas ; isto sob todos os pontos 
de vista. 

A vaccina anti-carbunculosa usada na Franga é pre- 
parada pelo «Instituto Pasteur». La éelladistribuida aos 
veterinarios em tubos contendo 100 déses, custando cada 
dose cinco centimos ou um sou. Tnocvla-se a primeira vac- 
cina (mais fraca) na dose de 1/8 de ¢. cubico, de preferencia 
na face interna da coxa direita do carneiro ; e 12 dias mais 
tarde faz-se na cOxa esquerda do animal, no mesmo logar e 
com a mesma dose, outra injeccio da segunda vaccina 
mais virulenta. Excusado é dizer que as vaccinas devem 
ser utilisadas immediatamente depois da abertura do tubo, 
e aseringa deve ser esterilisada, havendo sobretudo a mais 
escrupulosa antisepsia. 


CHOLERA DAS GALLINHAS 


SUMMARIO — Caractéres da molestia : sym- 
ptomas, lesdes.—Microbio : coloracéo e cul- 
tura.—Reaceao local; injeccdes—A ttenua— 
cio das culturas. — Vaccinagao: lesdes 
locaes.—Conservacaéo do virus no solo.—O 
virus nos laboratorios.—H species sensiveis : 
aves, coclhos, <spermophilo>—Os grandes 
animaes resistem.—Liquidos de cultura pri- 
vados de microbios.—Serum dos animaes 
vaccinados. 


O cholera das gallinhas é uma molestia que ataca a 
maior parte das aves domesticas, e muito especialmente as 
gallinhas. Um dos principaes symptomas da molestia éa 
diarrhéa ; @ahi veio-Ihe a denominagao de cholera, pela si- 
milhanga que apresenta a molestia com o cholera aziatico. 

O cholera das gallinhas reina as vezes esporadicamente ; 
mas de ordinario é uma doenga epidemica, que faz grandes 
estragos nos gallinheiros e é dotada de grande poder de ex- 
pansio. A sua intensidade é tal que em um gallinheiro 
de 3,000 cabeeas, no fim de quatro dias, chegou-se a observar 
uma mortalidade de noventa por cento ! Depois de uma irra- 
diacg&o brusea, a molestia segue ordinariamente a marcha 
chronica. 
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Sabia-se que o mal era contagioso e que era reprodu- 
zido por inoculagéo. Em 1860 Delafond fez diversas ino- 
culagdes com 0 sangue e conseguio reproduzir a molestia 
com todos os caractéres que ella apresenta quando adqui- 
rida naturalmente: «o cholera das gallinhas» 6 por con- 
seguinte uma molestia microbiana, inoculavel, contagiosa.. 
e epidemica. . 

Clinicamente ella affecta varias formas. Na formaful- 
minante o animal isola-se, deixa pender as azas, agacha- 
se, a plumagem arripia-se, a crista toma a cér violacea e 
no fim de algumas horas a ave cessa de viver. 

Na forma ordinaria a gallinha fica triste, deixa de 
comer, 48 vezes bebe, mas encolhe-se, tem os olhos fecha. 
dos e fica somnolenta a maior parte do tempo. Sobrevem 
logo uma diarrhéa aquosa abundante, de aspecto espumoso, 
as vezes com tragos sanguinolentos ; a morte d4-se no fim 
de 36 a 48 horas. A forma chronica suecede quasi sempre 
a um ataque agudo de que a ave parece curada e traduz-se 
por uma especie de cachexia que mata entre 8 e 10 dias. 

A antopsia revela o seguinte : do bico escorre uma es- 
puma sanguinolenta; 0 anus é saliente ; a pelle é coberta 
de ecchymoses ; os vasos abdominaes est&o replectos de um 
sangue negro e formam arborisagées. 

O bago énormal, mas os intestinos sio congestionados ; 
o pericardio contem um liquido amarello-citrino que coa- 
gula-se em contacto com 0 ar; os pulmdées apresentam-se 
hyperemiados e algumas vezes mesmo hepatisados. Todos 
os humores contém microbios visiveis independente de 
qualquer colorag&o. 

Em 1880 Toussaint fez desses germens uma excellente 
descripgao; depois Pasteur descobrio o meio de atte- 
nuar a sua viruleneia. Foi no correr desses estudos que 
elle fez a maior parte de suas descobertas em microbia. 

O germen productor do cholera das gallinhas tem a 
forma ovoide e encontra-se de preferencia entre os globulos 
sanguineos. Quando coloridos é nos dous polos que a 
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tinta é mais visivel. Nos casos em que a molestia tem sido 
inais longa os microbios sto mais alongados e tomam quasi 
a forma bacillar, conservando, porém, as extremidades ar- 
redondadas. Nas culturas o germen apresenta a mesma 
tendencia a alongar-se, 4 proporc&o que ellas envelhecem. 

O microbio nao toma o gram, mas acceita bem as céres 
da anilina. O seu methodo de eleicao é, porém, o da thio- 
nina phenicada, cujo colorido accentua-se mais, conforme 

ja vimos, para as extremidades do cocco-bacillo, como ja 
tem sido tambem denominado esse germen, por causa de sua 
forma ovoide alongada. 

O microbio do cholera das gallinhas cultiva-se em caldo 
ordinario. A principio 0 meio turva-se uniformemente 
sem apresentar caracteres particulares ; mais tarde, porém, 
os germens depositam-se no fundo do vaso deixando o li- 
quido perfeitamente limpido. Em gelose 0 microbic deixa 
um rastilho esbranqui¢gado ; mas desenvol ve-se mal quando 
aquelle meio é puro. No serum solidificado cultivam-se re- 
gularmente os germens que sao aerobios, exigindo oxyge- 
nio livre e uma temperatura de 30 a 37 graos. 

Conforme j& vimos, inoculados elles reproduzem a mo- 
lestia, facto que tambem se d& quando s&o introduzidos 
pelas vias digestivas. 

Quando inoeulados pela via subeutanea notam-se lesées 
rariadas no ponto de penetracao: abcessos, escaras, ete., 
mas sem gravidade quando a molestia evolue rapidamente; 
muito serias, pelo contrario, quando a molestia marcha len- 
tamente. 

O miecrobio nao da esporos: elle conserva a forma 
vegetativa e por isso mesmo é muito sensivel aos agentes 
exteriores. O ealér a 58° durante alguns minutos, os an- 
tisepticos em geral ea deseccacao matam aquelle germen ra- 
pidamente. Mas tambem collocado em boas condicées, 
sua virulencia no desapparece logo, como acontece com 
o earbunculo. 


Fazendo-se uma primeira cultura do germen poder-se-A 
oy 
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ter todos os quatro ou oito dias uma cultura-filha que fixard 
a sua virulencia, segundo a data em que tiver sido semeada. 
Esta attenuacio é.hereditaria e permitte praticar a vacci- 
nayAo nas mesmas condigées que a-do carbunculo ; isto é: 
inoculando-se primeiramente um virus fraco, e outro mais 
forte, doze dias mais tarde. 

A virulencia da segunda vaccina deve ser tal que 
mate cinco, sobre dez gallinhas ainda uao inoculadas anterior- 
mente. A segunda inoculagio confere a immunidade 
contra a molestia. Na pratica a inoculag&e faz-se na 
ponta da aza, por causa da reaccio local que se pode pro- 
duzir, tanto mais grave, quanto a molestia geral for mais 
benigna. 

Quando um gallinheiro éinvadido pelo cholera é muito 
difficil desinfectal-o. Os antisepticos sito muitas vezes de 
um valor illusorio, porque os microbios penetram no solo, 
onde conservam-—se muito bem durante dous ou tres annos. 

Os passaros em geral morrem injectados com uma 
dése do virus que nao mataria uma gallinha, ou mesmo 
um pombo. 

O coélho é animal muito sensivel ao «cholera das gal- 
linhas» e adquire a molestia por ingestio ; 6 mesmo uma 
propriedade commum a_ todos os roedores a de contrahir 
aquella molestia pela via digestiva. 

Ksta cireumstancia foi aproveitada na pratica para a 
extinceao de coélhos, que em cerios paizes, coma na Aus- 
tralia, se reproduzem em nume:o t&o consideravel que 
constituem uma verdadeira praga muito prejudicial 4 
lavoura. Ent&o communicain-Ihes 0 germen da molestia, 
e em pouco. tempo uma extensa epizootia desenvolve-se,. 
alliviando oS campos dos estragos @aquelles roedores. 
Igual procedimento tem-se na Russia com o spermophilo, 
outro pequeno animal damninho que causa grande mal 4 
lavoura @aquelle vasto paiz. 

O cobayo, porém, resiste fortemente ao bacillo: quando. 
muito, consegue-se um pequeno abcesso no pouto inoculado, 
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em cujo puz encontra-se o germen que vai infectar o solo, 
onde outros animaes podem contrahir a molestia. 

Os grandes animaes s&o refractarios ao microbio do 
cholera das gallinhas. 

O serum dos animaes hyper-vaccinados confere a in- 
munidade contra a molestia. 


ROUGET E PNEUMO-ENTERITE 


SUMMARIO — «Rouget> agudo e chronico: 
symptomas e lesdes.—Grao de lethalidade. 
-—Bacillo do «rouget> uo sanguc e em ou- 
tros orgdos.—Methodos de coloracao,—-Cul- 
tura sobre os diversos meios.—Conservacio 
dos microbios. — Animaes receptiveis. — 
Contagio.—Attenuacao do bacillo—Serum 
dos animaes immunisados.—Septicemia dos 
ratos.—Similhanea do bacillo Vesta molestia 
com o do <rouget>.—PNEUMO-ENTERITE 
dos porcos —«Hog-Cholera> e suas diversas 
denominacides.— Distinccio entre esta mo- 
lestia e 0 «rouget>. — Cocco-bacillo da 
pneumo-enterite : seus caracteres.— Toxina 
do <hog-cholera>.—Propriedades do serum 
dos animaes immunisados. 


Em certas cireumseripeédes da Bretanha reinava an- 
nualmente uma epizootia atacando os porcos. Os prejui- 
zOS provenientes d’essa molestia attingiam 4 enorme cifre 
de quatrocentos milhdes de francos em cada anno! Esta mo- 
lestia 6 0 rouget, que apresenta ora a forma aguda, ora a 
chronica, havendo muitos casos em que o mal reveste a 
forma super-aguda. N’este ultimo caso 0 porco deixa de 
comer, tem calefrios e dcita-se na palha, procurando 
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abrigar-se ; em seguida apparcce a febre, a respiragaéo tor- 
na-se offegante : apparecem manchas vermelhas ao redor 
das orelhas ou na face interna dos membros posteriores ; 
mas nem sempre ha tempo para se manifestarem as man- 
chas; 0 povo chama ent&o sangue branco a essa forma da 
molestia, que termina sempre pela morte. 

A forma aguda dura de dous a tres dias e manifesta-se 
com os mesmos symptomas ja descriptos, porém menos ac- 
cusados. As manchas vermelhas apparecem em grande 
abundancia ; em seguida vem uma diarrhéa que conduz 
muitas vezes 4 morte. A forma chronica succede ordi- 
nariamente a um ataque agudo do mal: as manchas vio 
ficando mais desmaiadas e 0 animal emmagrece considera- 
velmente. E’ nesta forma que observam-se 4s vezes lesdes 
articulares, que levaram a pensar-se que o animal tinha a 
gdtta. Os porcos de menos de quatro mezes s&o raramente 
accommettidos do mal ; nos outros mais idosos a molestia é 
acompanhada de uma verdadeira endocardite. 

Pasteur e Thuillier estudaram o rouget no departa- 
mento de Vaucluse; no correr das experiencias elles veri- 
ficlram que 0 sangue e a polpa dos orgaos transmittiam a 
molestia, e que esta ainda era ais contagiosa quando dada 
pelas vias digestivas, Estudando o sangue ao microscopio 
elles descobriram entre os globulos sanguineos uns pequenos 
bacillos, n&o em grande numero; estes germens tomam o 
gram, que é mesmo o seu methodo de eleicéo; entretanto a 
thionina é tambem propria para coloril-os. 

Em caldo peptonisado e alealino o rouget cultiva-se fa- 
cilmente, mas a cultura 6 muito discreta: o liquido mos- 
tra-se apenas ligeiramente turvo e quando é agitado deixa 
perceber umas ondulagées sedosas. 

Em gelatina o bacillo da estrias excessivamente finas, 
com prolongamentos muito tenues, somente visiveis 4 uma 
grande claridade, apresentando um aspecto similhante ao 
de péllos mergulhados no liquido. Em gelose e sobre ba- 
tatas as culturas séio ainda menos visiveis. O microbio 
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vive indifferentemente no ar ou féra delle. preferindo, 
porém, o estado aerobio. Nao dé espéros e morre a 58° de 
temperatura, assim. como em presenga dos antisepticos, em 
diluigées muito fracas. 

Inoculando-se a cultura em um poreo, 0 animal niio 
morre; entretanto a injecgao intra-venosa communica o 
mal sob uma forma mais grave, como daé-se com a in- 
gestao. A inoculagio, porém, é fatal para outras especies : 
nos logares onde reina a molestia observa-se a contaminacdo 
natural dos eoélhos, dos ratos e dos pombos. 


Como ja vimos, 0 microbio do rouget nao da espéros ; 
se elle persiste nos chiqueiros é por um processo analogo ao 
do germen do cholera das gallinhas. 

Para conservarmos 0 germen do mal do poreo é neces- 
sario fazel-o ao abrigo do ar, em ampollas de vidro, fecha- 
das 4 lampada. Sempre que se quizer utilisar o germen 
é preciso rejuvenescel-o por meio de uma cultura; n’estas 
condicées elle readquire a mesma virulencia que tem no 
Sangue ; pelo que é preferivel conservar o sangue. 

Nos chiqueiros faz-se 0 contagio pela ingest&o de ali- 
Mentos Gontaminados pelas dejeccdes dos animaes doentes. 
F’ mais ou menos do mesmo modo que da-se a contamina- 
cho nos mereados ou feiras de porcos. As epizootias do 
rouget: podem tomar um grado de lethalidade extraordina- 
rio, como suecedeo em 1893 na Hungria, onde chegou-se a 
registrar 22.000 mortos em 28.000 porcos atacados ! 

Prepara-se uma vaccing contra 0 rouget pela attenua- 
cio de um virus, que se consegue collocando uma cultura 
muito activa na estufa, onde os microbios vaéo perdendo a 
sua virulencia progressivamente, a ponto de n&o matarem 
mais os coélhos on os pombos, porém ainda matarem os 
vatos. N’este grdo elles conferem ao porco uma immunida- 
de duradoura. 

Ha tambem outro processo de attenuac&io, que consiste 
em fazer-se passar 0 microbio pelo organismo do coélho ; 
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mas entao 6 preciso fazer-se uma cultura do germen em 
caldo, entre cada uma das passagens de coélho a coélho. 
No fim de algumas passagens nota-se que quanto mais 
virulento é para o coélho (porque n’este animal a viru- 
lencia exalta-se) menos perigoso é elle para o porco. 

—A attenuagao proveniente do habito-que um micro- 
bio adquire vivendo em uma especie nova explica talvez 
a vaccina jenneriana, observa o professor Roux. 


A vaccinac&o contra o rouget faz-se segundo o processo 
posto em pratica contra o carbunculo e o cholera das galli- 
nhas: dous virus de intensidades differentes, guardando-se 
um intervallo de 12 dias entre as duas injecgées. As racas 
grasseiras de porcos, os javalis, as velhas ragas francezas, 
‘so mais resistentes do que as ragas finas inglezas, que apre- 
sentam grande receptibilidade. para o mal. A idade mais 
conveniente para a vaccinagao é a de quatro mezes ; uma 
unica vaccinac&o, (com os seus dous tempos, j4 se vé), chega 
de sobra para preservar os porcos durante sua curta existen- . 
cia, destinados, como s&o esses animaes, a morrer novos. Os, 
varroes, porém, devem ser vaccinados de dous em dous 
annos. 


Os bons resultados colhidos em Frang¢a com esta vac- 
cina sao evidentes. A mortalidade media dos porcos nfo. 
vaccinados e atacados de rouget é de 25% ; ao passo. que 
para os vaccinados 6 apenas de wm por cento. Fazendo-se 
uma especie de mélho com os musculos de coélhos hyper- 
vaccinados obtem-se uma sorte de serum que é preventive 
e péde mesmo algumas vezes curar os animaes contami- 
nados, nos casos em que o molestia esté apenas em comego. 
Esta immunidade, porém, nio persiste. 


O microbio do rouget tem tanta similhanga com o da 
septicenvia do rato que quasi torna-se impossivel differen- 
cial-os. Os symptomas s&o os mesmos nas duas molestias 
e as culturas tém ‘a mesma apparencia ; somente, em caldo, 
o microbio da septicemia da prolongamentos, por ventura 
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ainda inais tenues, do que os da outra molestia. O germen 
da septicemia é aero-anaerobio ¢ é muito mortifero para os 
ratos, mas n&o mata os pombos, e injectado no porco sé 
The causa lesées locaes. Durante algum tempo quiz-se con- 
fundir todas as molestias do poreo conhecidas pelas deno- 
minagdes de rouget, mal vermelho, purpura, erysipela, urti- 
caria, emfim todas as molestias contagiosas do poreo, com 
a pneumo-enterite infecciosa que ataca esse animal e é 
tuna doenga « contagiosa, virulenta, inoculavel devida a 
uma bacteria ovoide, e caracterisada clinicamente pela pre- 
senga de fécos inflammatorios no pulmaéo e intestinos » (No- 
ecard). A diarrhéa acompanha sempre o desenvolvi- 
mento da molestia, notando-se 4s vezes manchas vermelhas 
ao redor das orelhas do animal e ainda em outros logares. 

O diagnostico differencial entre o rougel e a pnewmo-en- 
terite do poreo, em certos casos duvidosos, firma-se injectan- 
do-se os productos patholegicos em animaes. Com effeito: 
o rouget mata o coelho eo pombo; mas poupa o cobayo. 
A pneumo-enterite, pelo contrario, mafa muito rapidamen- 
te o cobayo, mas poupa o coelho e 0 pombo. 


A molestia tem uma synonimia muito variada nos di- 
versos paizes : em Franca ¢ conhecida por pneumo- enterite 
(Cornil e Chantemesse) ; na Inglaterra i/fectious-preumo- 
enteritis e swine fever (Klein); na Allemanha Schweineseu- 
che (Loeffler e Schuetz) ; na Suecia seinpest (Selander) ; na 
Dinamarea consideram-na a diphteria do porco ; nos Esta- 
dos Unidos hog-cholera (Salmon) ; hog-fever (Law) e swine- 
plague (Detmers). Certos authores querem yer uina diffe- 
renea entre algumas d’estas denominagdes, que designam, 
segundo elles, molestias diversas : mas os trabalhos recen- 
tes de bacteriologistas de varias nacionalidades estao de 
accordo sobre a unicidade da molestia. 

No comego o mal produz congestao para os pulmdes 
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é intestinos; os folliculos inflammam-se, as placas. de 
Peyer ulceram-se e a diarrhéa n&o tardaa vir. Nos pul- 
moes encontram-se verdadeiros derramamentos serosos e 
em certos pontos ha hepatisaca&o. 


No campo do microscopio divisa-se um bacillo ovoide 
parecendo um coccus, on melhor, um cocco-bacillo, que nao 
pode ser confundido com outros ; elle nao toma o gram, 
mas acceita bem a thiouina. 


Nas formas chronicas a diarrhéa n&o cessa e a au- 
topsia deixa ver falsas membranas, sob as quaes a mucosa 
ulcerada apresenta uns pontos amarelladas. 


O microbio injectado reproduz a molestia. Absor- 
vido pelas vias digestivas causa diarrhéa e, a nienos que as 
doses sejam enormes, em geral eile nao mata, quando intro- 
duzido pela via gastrica. 

Cultivado em caldo deixa o liquido turvo ; em agar no- 
ta-se uma camada humida e bastante espessa ; e sobre gela- 
tina apresenta-se em colonias de aspecto mucoso. O ba- 
cillo 6 dotado de movimentos, com especialidade nas cul-- 
turas novas ; elle pode matar rapidamente um coélho e 
westa especie a sua virulencia exalta-se por meio de pas- 
sagens successivas. Na primeira passagem os microbios 
encontrados no sangue do animal sao um pouco longos; mas 
nas seguintes, quando a sua virulencia j4 é mais elevada, 
elle volta 4 forma curta ; 6 n’este estado de grande exalta- 
cio queo microbio mata em quitro ou cinco horas um 
eoélho, produzindo-lhe polyuria e paralysia. O animal 
deita-se, solta um grito e logo depois morre. 


Este mesmo virus evolue no porco muito mais lenta- 
mente : 6 preciso cerca de uma semana para chegar 4 ter- 
minacao fatal, e muitas vezes o animal escapa. 


Aquecend»-se a 58° uin pouco de sangue de um enelho 
morto de hog-cholera, todas as bacterias morrem ; si 0 
liquido for, para maior seguranga, filtrado: na vela Cham- 


berland, matard, na dése de meio, ou de um centimetro 
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cubico, um coélho, produzindo-Ihe todos os symptomas da 
molestiaaguda. Entretanto si o liquido fér aquecido a 70, 
as suas propriedades modificam-se e oS animaes sensiveis 
o supportarao em doses elevadas, ficando, porém, os coélhos 
cacheticos. Selander injectou pequenas ddses d’esta to- 
xina e foi progressivamente augmentaudo-as até uma quan- 
tidade tal, que injectada a primeira vez mataria com cer- 
teza o animal. Se n’esse momento lhe injectarmos um 
virus muito activo o animal resistira ; suceumbira, porém, 
se Jhe ministrarmes wna dose sufflciente de toxina. 


Isto quer dizer que a immunisacao coutra o virus do 
hog-cholera appareve muito mais cedo do que a immunisagao 
contra a Sua toxina ; porque virus e towina sio cousas diver- 
sas, conforme veremos opportunamente. 


O professor Metehnikoff demonstrou que o serum dos 
wnimaes hypervaccinados pelas toxinas possue qualidades 
preventivas, e que a vaccinacio praticada com este serum 
pode ser efficaz, jad havendo mesino se dado o contagio. 
Todavia 0 serum n&io tem accio sobre as toxinas. 


Quiz-se estabelecer uma distinecg&o entre ohog-cholera e 
pneumonia infecciosa ; mas sob o ponto de vista bacteriolo- 
gico tal distinec&io 6 um poueo phantasista, e 6 0 caso de 
lembrar que o bacillo pode ter duas viruleucias, produzindo 
effeitos clinicos um pouco differentes, sobretudo exer- 
cendo sua acgao sobre orgaos diversos. Ainda pdde-se 
admittir que um mesmo germen tendo duas portas de en- 
trada, em uma vez entra pelas vias respiratorias e ein outra 
pela via digestiva. N’ este caso as ligeiras variagdes clinicas 
nao podem ser devidas ao modo de penetragao do germen 
ha economia? — Segundo o professor Roux n&o se deve 
fazer distinegao centre os germens das duas molestias, ou 
melhor : entre as duas formas da molestia. 

O hog-cholera ou pneumo-enterite do poreo é mais fre- 


quente do que o rouget, na America do Norte. Os medicos 
Waquclle paiz muito tém estudado a molestia ; mas a des- 
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peito dos trabalhos de Salmon e de outros, n&o se conhece 
ainda a vaccina contra a swine plague, como jé possuimos 
uma contra 0 rouget; entretanto em Cincinnati e Chicago 
S40 enormes os prejuizos provenientes d’aquella primeira 
molestia. 


MORMO 


SUMMARIO— «Mormo® nos equideos e no ho- 
mem. — <«Mormo e farcino.»—-Formas da 
molestia.—Symptomas e lesbes.—Contagio. 
—Trabalhos de Rayer.—Bacillo do mormo : 
sua cultura.— Experiencias de Novcard. — 
Attenuacio do virus.— Productos toxicos 
do bacillo.— A malleina.— Injecedes nos 
animaes : reaccdes caracteristicas.—A mal- 
leina fixa o diagnostico nos casos duvido- 
sos.— Natureza e propriedades da « mal- 
leina>. 


O «mormo» € uma molestia que ataca de preferencia os 
equideos, mas que péde-se communicar ao homem e a ou- 
tros animaes. Quando a molestia manifesta-se nos org&ios 
internos e ataca as fossaS nasaes, recebe o nome de mormo 
propriamente dito; quando ella ataca unicaimente os or- 
gaos externos toma a denominagao de farcine, que tanto 
no homem como no eavallo, n&o 6 mais do que a manifesta- 
cao cutanea do mormo. 

No eavallo o fareino reveste a forma aguda ou echro- 
nica; a primeira, muito mais rara do que a outra, traz uma 
grande elevagao de temperatura; apparece de repente uma 
inchacao em um dos membros, a qual desapparece do 
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mesmo modo, deixando porém em-seu logar uma erup¢ao 
composta de botées, que nao tardam a amollecer e ulcerar- 
se, complicando-se muitas vezes de phagedenismo. Os 
vasos lymphaticos inflammani-se e as ulceragées podem ser 
em grande numero e d’ellas succumbir 0 animal. 

Quando a molestia apparece sob a forma chronica 
apresenta uma serie de elevagées disseminadas pelo corpo ; 
essas elevagées deixam escapar, pela ulceragio que nio 
tarda a apparecer na sua parte central, um liqguido viscoso, a 
que d&o o nome de «oleo de farcino». Destes pontos ulce- 
sados partem tracos de lymphangites constituindo «a corda 
rarcinosa», que vai terminar nos ganglios, que, por sua vez 
s4o duros e engorgitados, porém sem nenhuma tendencia 4 
fuppuragao. 

O mormo, isto 6: a outra manifestacio do mal, péde 
igualmente ser agudo ou chronico. No primeiro estado a 
temperatura sdbe 4s vezes até 42° Umaespecie de corri- 
mento (jetage) muco-purulento, cdr de ferrugem, sanguino- 
lento, faz-se pela venta do cavallo; apparecem sobre as 
narinas umas pequenas saliencias, qne transformam-—se em 
pustulas e por fim em ulceras. Logo apés vem a dyspnéa, 
indicando que os pulmdées foram invadidos pelo mal. Ha 
derramamento nas pleuras e nas articulagées, grande esgota- 
mento e a morte pde termo ao soffrimento do pobre animal, 
quando a molestia n&io tem de passar ao estado chronico, 
o que é0 caso mais commum. Este estado caracterisa-se 
por um corrimento chronico rebelde, ulceragdes nasaes e 
engorgitamento de ganglios ; na mucosa nasal perceben-se 
ulceragées, ou ent&o «cicatrizes estrelladas» muito importan- 
tes parao diagnostico. No espagv comprehendido entre os 
dous ramos ‘da maxilla inferior (auge) como chamam os fran- 
cezes, apparece uma glandula endurecida, cheia de bossas, 
sem tendencias a suppurar, que os veterinarios consideram 
de alto valor para o diagnostico, ainda mesmo que seja essa 
glandula o unico signal notado. 

As lesdes encontradas, autopsiado o animal, sio ¢a- 
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racteristicas. No estado agudo do mormo o pulmao é 0 
orgao mais compromettido: infarctus, nucleos pneumonicos, 
deixando correr puz ao edérte ou a simples pressio, der- 
raumamento nas pleuras e espessamento dos tecidos.  En- 
contram-se tambem no pulmao tuberculos amarellos, ou 
translucidos, cerecados de una zona congestiva ; na forma 
chroniea da-se a evolucao completa d’ esses tuberculos. Na 
mucosa pituitaria vém-se ulceragdes que estenden-se pela 
trachéa, pelos grossos bronuchios e até pelos de menor 
calibre. 

O mormo é muito contagioso eo homem cst’ sujeito a 
contrahil-o por intermedio do muco-catharro nazal do ea- 
vallo, do puz das ulceragdes, do sueco das glandulas, das 
lesées pulmonares, ete. Os individuos que trataim dos ani- 
Inaes estao muito expostos ao contagio do farecino ou do 
mormo,. 

No homem o fareino caracterisa-se pelos cordées de 
lyvmphangite, sobre os quaes apparecem as ulceragoes. 
Quando a molestia tem sido inoculada na face é& mais 
grave do que em outra qualquer parte; no estadochronico 
o fareino dura muito tempo e péde terminar pela cura. 

QO mormo apresenta-se no homem acompanhado de 
abcessos Subeutaneos ou intra-musculares, que acabam por 
ulcerar-se. Ha febre intensa, ulceragées das fossas nasaes, 
estado geral grave seguido de morte em poucos dias. A 
forma chronica pode durar annos. 

Foi estudando o mormo humano em 1837, que Rayer 
demonstrou a identidade da molestia no homem e no ¢a- 
‘allo. Mais tarde outros fizeram inoculagOes de uns a ou- 
tros animaes. O asno é de todos 0 inais sensivel e é eonsi- 
derado o melhor q@eactivoy parao mormo agudo, Eis a ma- 
neirn de inoeulal-o :—cortam-se os pellos da fronte do ani- 
mal, praticam-se sobre a pelle escarificagdes vertieaes e pa- 
rallelas; deixa-se correr um pouco de sangue e esfrega-se 
a regiio com um chumago embebido do puz suspeito. 
Alguns dias depois a temperatura sobe, 0s vasos lympha- 
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ticos inflammam-se e vém-por fim adenites multiplas; nos 
pontos inoculados apparecem as ulceragées, de onde tran- 
sudaum liquido purulento. O animal pode morrer dentro 
de cinco ou seis dias, sendo muito raro que elle viva mais 
de quinze dias. 

Tambem aquelle animal péde apresentar o mormo 
chronico. Cita-se o caso de Arloing, que tendo inoculado 
em um jumento productos duvidosos, esdé tendo obtido uma 
reacc&o muito insignificante, acreditou n&o ter inoculado o 
mormo. Mas o animal, tendo sido mais tarde e por um 
outro motivo sacrificado, todas as les6es da molestia foram 
encontradas no pulmo. 

O c&o resiste, mas afinal adquire 0 mormo por ino- 
culac&o. 

O cobayo serve para fazer 0 diagnostico rapido da mo- 
lestia, que éacompanhada de sarcocéle agudo, sobretudo se 
ataca os cavallos desangue. Esta propriedade foi utilisada 
por Straus, que inoculou cobayos machos no peritoneo e 
conseguio ver desenvolver-se sempre n’estes pequenos ani- 
maes 0 sarcocéle agudo. . 

O microbio do mormo foi descoberto, quasi que ao 
mesmo tempo, por Bouchard, Capitan e Charrin em Franga, 
e por Schuetz e Leffler na Allemanha. O bacillo encon- 
tra-se em todos os productos mormosos; no corrimento 
nasal e onde elle é mais raro e vem de mistura com outros 
germens ; tema forma de bastonétes com as extremi- 
dades arredondadas e nada tem de caracteristico ; toma e 
perde facilmente as céres. Nos abcessos amarellos s&o 0s 
bacillos um pouco mais abundantes. 

Depois de fixada a preparacio é preciso coloril-a pelo 
azul de Loeffler, ou pela fuchsina de Ziehl, ou ainda pelo 
azul de «toluidina,» que sao as céres que o bacillo recebe 
melhor. Coma thioninae o alcoolelle conserva uma cor 
avermelhada. . 

Nos cortes de tecidos encontra-se 0 bacillo em grande 
abundancia, quando as lesdées sdo agudas ; é raro, porém, 
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e difficil de achal-o nas lesées antigas. Os tuberculos 
mormosos teem uma grande analogia com os da tubercu- 
lose ; mas distinguem-se dos tuberculos d’esta molestia pela 
auzencia de cellulas gigantes ; s&o antes detritos cellulares 
constituidos por leucocytos polynucleares degenerados : é 
no meio d’estes detritos que estao os bacillos amontuados ; 
ahi o processo do alcool e da thionina deixa ver os ba- 
cillos coloridos de vermelho eos restos de cellulas de 
azul. 


Nao é difficil obter-se culturas do bacillo, tirando-o 
dos tuberculos, onde elle existe quasi no estado pureza, e 
semeando-o directamente em qualquer meio que possa sup- 
portar a temperatura ordinaria da estufa ; sem esta tempe- 
ratura 0 microbio n&o prolifera. O meio liquido que mais 
Ihe convem é caldo peptonisado, contendo 4% de glycerina. 


Em gelose, semeado por estrias, apparecem pequenos 
pontos brancos que nada tém de especial; sobre batata, 
porém, a cultura é caracteristica : a tuberosa torna-se acin- 
zentada e vai escurecendo até ficar preta; na superficie 
notam-se tracos pardacentos que vaio tomando um matiz 
mais carregado, chegando até a cdr do chocolate. E’ pre- 
ciso que a batata n&o seja acida, e a de cér amarella ainda 
fornece melhores culturas. 


Isolado e cultivado o bacillo, é ainda necessario para 
fixar 0 diagnostico, inoculal-o em animaes. Do corrimento 
nasal ou mueo expellido pelas narinas dos animaes doen- 
tes inocula-se um pouco sob a pelle de um cobayo (nunca 
no peritoneo) porque os microbios associados poderiam 
produzir uma peritonite mortal, antes do germen mormoso 
desenvolver-se. Em seguida nota-se uma nodosidade que 
amollece no centro e é acompanhada de adenite. Faz-se a 
ablacto do ganglio, que depois de triturado e diluido em 
ealdo é ent&o inoculado no peritoneo de um segundo co- 
bayo ; dous ou tres dias mais tarde desenvolve-se uma or- 
chite e o pequeno animal morre antes do primeiro que 

24 


— 186 — 


tinha: sido inoculado sob a pelle e que lhe forneceo o 
germen do mal. 

O coélho resiste muito mais do que 0 cobayo. A ino- 
culac&io subeutanea é acompanhada de uma nodosidade in 
loco, mas sémente depois de dous ou trez mezes é que se 
faz a generalisacg&ao, escapando ainda assim 0 animal. 

O cavallo e -o asno, j& vimos que tém grande recep- 
tibilidade. Os felinos podem adquirir 0 mormo e ja tem- 
se observado lides contaminados, por terem sido alimenta- 
dos com a carne de animaes doentes, Os c&es sio quasi re- 
fractarios: apenas obtém-se ulceracdes locaes que n&o se 
generalisan. 


O bacillo do mormo cultivado perde logo sua virulen- 
cia e morre sem dar germens, de maneira que é preciso 
todos os quatro on cinco dias fazer novas culturas sobre 
batata. E’ pois um microbio muito franzino que morre 
pela deseceacio, pelos antisepticos fracos e pelo calér a 60 
graos. 

AS esponjas com que lavam as ventas dos cavallos, e 
esta pratica é6 de uso geral e frequente em todaa Europa, 
transportam o germen de uns a outros animaes. 

Nocard deimonstrou que 0 mormo é muitas vezes tran- 
smittido pela via gastrica, tendo por origem os bebedouros 
communs a muites animaes. E’ assim que elle dissolveu 
um pouco de virus em um balde d’agua, que foi absorvida 
por um cavallo, e este no fim de oito dias apresentou os 
primeiros symptomas da molestia. 


O virus do mormo attenua-se facilmente. Pode-se 
tambem exaltal-o por meio de passagens atravez de series 
de animaes, como fez Gamaleia tomando para substratum 


0 spermophilo; o virus ficou com uma actividade capaz 
de matar uin coélho. 
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Y” conhecida a experiencia de Protopopoff : elle ino- 
culou 0 mormo nas veias de um coélho ; depois da morte 
deste inoculou um segundo, depois um terceiro e assim 


por diante, conseguindo afinal matar wm coélho sobre dous 
inoculados, com uma ou duas gottas de uma diluig&o de cul- 
tura em caldo. Este virus assim exaltado para o coélho, 0 
é tambem para os outros animaes. 


— Serd possivel immunisar-se um animal contra o 
mormo? Straus mostron que injectando-se nas veias de um 
cio uma pequena quantidade de uma cultura hyperviru- 
lenta, ou mesmo sob a pelle, o animal morre rapidamente. 
Levando mais longe as suas experiencias elle ainda mostrou 
que as injecedes feitas com as velhas culturas davam apenas 
a molestia, mas o animal se restabelecia ; entretanto inocu- 
lado de novo sob a pelle, 0 c&io ainda apresentava uma 
lesio local ; é que esta immunidade era apenas relativa. 


Finger e Zakharoff tambem fizeram tentativas repe- 
tidas para immunisar oS animaes contra 0 mormo, mas 
nada obtiveram de positivo ; e de todas as experiencias 
conclue-se que si n&o pode-se ainda immunisar um animal 
qualquer, pode-se contudo diminuir-lhe a resistencia. 


O bacilld do mormo da nascimento a productos toxi- 
cos ; 0 veneno pode ser retirado de uma cultura muito vi- 
rulenta feita em caldo. Aquece-se a cultura a 100° e eva- 
pora-se até que o liquido fique reduzido 4 decima parte do 
seu volume; filtra-se e obtem-se um producto escuro, de 
composigao muito complexa que a glycerina torna viscoso ; 
é a malleina, que tem propriedades analogas as da tuber- 
culina. 


A malleina quando injectadaem um animal doente de 
mormo provoca uma reaccao caracteristica, ao passo que 
nos animaes saos a reacc&o é insignificante. A grande 
reaccao traduz-se por um edema consideravel, duro, dolo- 
roso, noSponto inoculado, e por uma elevagao de tempera- 
tura superior a dous grdaos. 

Estes phenomenos sao de um auxilio preciosissimo 
para o diagnostico precoce do mormo latente. Emprega-se 
a cmalleina» diluindo-se wn centimetro cubico do producto 
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bruto em nove centimetros cubicos de agua phenicada a 
5/1000 ; desta diluicio emprega-se 2 1/2 ec. cubicos em um 
cavallo. A temperatura do animal deve ser tomada dias 
antes da injecc&io para ser comparada com os resultados 
obtidos nos dias subsequentes.—Pouco depois da injecc&o 
apparece um calefrio, que é seguido de febre ; oito ou dez 
horas mais tarde o augmento de caldér é consideravel. 


Compara-se a temperatura normal com a mais alta ele- 
vacao observada apés a injeccho e, sia differenga é de menos 
de 1°,5, o animal deve ser tido como suspeito ; si a diffe- 
renga 6 de mais de 1°,5 0 animal esté com certeza atacado 
de mormo. 


—Cada vez que um animal reage 4«malleina» deve ser 
abatido?— pergunta o Dr. Roux. E’ uma questéo muito 
discutida actualmente na Europa. A _ legislac&io sanitaria 
de varios paizes, entre elles a Franca, assim o determina. 


Entretanto o Dr. Roux pensa que se os cavallos 
doeutes fazem parte de uma grande agglomerac&o como ade 
um regimento, de uma companhia de transporte, etc., os 
animaes contaminados devem ser sacrificados ; mas se os 
cavallos sito pouco numerosos e sendo o isolamento prati- © 
cavel, dever-se-4 tentar a cura, que pode ter logar em al- 
guns casos, ao ar livre, no campo, durante alguns mezes. 
O mormo é curavel em suas formas benignas, formas que sé 
poderam ser conhecidas depois da descoberta e emprego da 
malleina. 


Ainda a malleina é muito util para o diagnostico do 
pseudo-inormo ; de facto : muitas lesdes externas tém sido 
confundidas com as do farcino ea malleina n&o reage n’ estes 
casos. A substancia chimica da malleina é mal conhecida; 
mas aS Suas propriedades s&io analogas as da tuberculina. 
Ella resiste 4 ebullig&o; unida 4 glycerina conserva por 
muito tempo suas propriedades ; precipita-se pelo alcool, e 
purificada torna-se menos activa. A malleina foi prepa- 
rada pela primeira vez fazendo-se uma mistura de corpos 
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do bacillo com glycerina, o que dé em resultado uma solucao 
clara, que precipita-se pelo alcool e contem um pouco de ma- 
terias albuminoides; parece, portanto, que esta toxina nao 
pertence 4 classe das albumoses. A malleina é mais no- 
civa do que a tubereulina, quando injectada nos alimaes 
Saos. 


TETANO 


SUMMARIO.— O tetano é contagioso.— Obser- 
vacdes clinicas. — Experiencias : inocula- 
cdes.— Descoberta do bacillo.—- Kitasato 
isola 0 microbio.— Morphologia.—Esporu- 
lacéio.— Coloracio.—Culturas.— Resisten- 
cia do bacillo. — Isolamento.— Toxina.— 
Immunisacao.—O serum anti-tetanico : ac- 
cao curativa e accfio preventiva.— Resulta- 
dos obtidos. 


O facto observado nos hospitaes, de individuos de mo- 
lestias diversas contrahirem o tetano, occupando succes- 
Sivamente um leito onde havia estado, ou fallecera um do- 
ente (aquella molestia, j4 tinha, ha alguns annos atraz, 
chamado a attenc&o dos medicos e despertado a suspeita 
vehemente de que o tetano era contagioso. As observa- 
cdes multiplicaram-se n’este sentido e registraram-se series 
até de ciuco pessdas occupando o mesmo leito eadquirindo 
suceessivamente o tetano. 

Os veterinarios, por seu Jado, observaram tambem 
serics muito extensas nos animaes, logo apoz a castragao 
dos mesmos, en. turmas mais ou menos numerosas, parti- 
cularmente nos cavallos, especie em que a molestia era 
commum. D’ahi nasceo a ideia da origem equina do te- 
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tano, hypothese que nos ultimos annos den logar a varios 
escriptos e pesquizas. Uma noc&o ficara no animo dos in- 
vestigadores :—que as feridas das extremidades eram as 
mais sugeitas a dar a molestia, e si ellas vinham sujas de 
terra, esterco, ou continhaim corpos estranhos provenientes 
do sélo, 0 caso era particularmente grave, no que dizia res- 
peito ao apparecimento muito provavel do tetano. 

Do terreno da simples observac&o dos factos clinicos 
passou-se para o campo da experimentay4o, onde desde 
logo ficou demonstrada a transmissibilidade da molestiaea 
sua natureza infecciosa. Foi no anno de 1884 com effeito 
que Carle e Rattone demonstraram o contagio incisando 
uma pustula de acne, que tinha sido « porta de entrada ou 
a origem do tetano em um individuo, injectaram o pro- 
ducto na bainha do sciatico, no canal rachidiano e nos mus- 
culos dorsaes de coélhos em numero de 12, conseguindo 
communicar 0 mal a 11 d@’aquelles animaes. 

No anno seguinte, em Goettingen, Nocalaier assigna- 
lava a presenca de um germen estranho, um bacillo muito 
delgado, no meio do puz retirado do ponto das inoculacées 
que elle fazia em varios animaes, para demonstrar a viru- 
lencia da terra, 4 qual elle attribuia um papel etiologico no 
desenvolvimento do tetano. 

Nicolaier conseguio fazer com aquelle puz diversas 
passagens de coélho a coélho e obteve culturas impuras, é 
verdade, mas que matavam até a septima geracio. 

De novo, em 1886, foi o bacillo de Nicolaier encon-: 
trado na ferida de outro individuo fallecido de tetano. 
Rosenbach inoculou productos d’aquella ferida e commu- 
nicoua molestia a ratos, coélhos e cobayos ; foi ainda aquelle 
experimentador quem pela primeira vez chamou a attengSo 
para a morphologia do microbio, que affecta a forma espe- 
cial de.alfinete ou de «vaqueta de tambor. » 

Sémente em 1889 pdde-se isolar e cultivar o bacillo do 
tetano, cabendo esta tarefa ao distincto bacteriologista japo- 
nez Kitasato, que entao fazia a sua educacio techniea em 
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Berlim, sob a direcgao de Behring ; elle fez um estudo 
completo do bacillo, sob o ponto de vista de sua cultura, 
morphologia e aeg&o sobre os animaes. Na Franea fizeram 
estudos importantes sobre o mesmo assumpto Sanchez de 
Toiedo e Veillon, Vaillard e Vincent e Rouget. 


O microbio é encontrado ora sob a forma esporulada, 
ora sem esporos. Nas culturas recentes elle tema forma de 
pequenos bicillos muito finos ec alongados, com as pontas 
ou extremidades arredondadas, apresentando uma ligeira 
mobilidade ; na auzencia do oxygenio oS movimentos sao 
flexuosos, lentos, e cessam quando os espéros se forma. 


Nas culturas de 3 ou 4 dias, a 37° de temperatura ja 
encontram-se formas esporuladas, e no decimo dia quasi 
todos os bacillos tém espéros ; mas se a cultura é mantida 
sob a accao de win calér de 20 a 25 graéos a esporulagaio 
faz-se tardiamente, comecando la para o decimo dia. Nos 
bacillos esporulados tuma das suas extremidades apresenta 
na pequena esphera que Ihe da o aspecto de um alfinete. 

As cores basicas da anilina couvém ao baeillo, que 
tambem toma o gram. Quando sé ha espéros os bastonétes 
eo contorno do espéro guardaim a coloracao : 0 centro fiea 
iacolor dando ao microbio a forina muita caracteristica de 
tma palinatoria. 


O microbio @ anaerobio, sem ser todavia muito sensi- 
vel ao oxygenio, como outros anaerobios ; tanto assim que 
elle pode habituar-se a viver em um ar ponco rarefeito. 
Apezar disso, porém, 0 melhor é fazer cuturas anaerobias. 
A temperatura que lhe convem esta comprehendida entre 14° 
e 43°, mas a sua temperatura optima é a de 38. Em ealdo 
de curne recentemente preparado, a28° e mesmo a 29°, em um 
tubo de Roux, o bacillo prolifera : dentro de 24 horas 0 meio 
turva-se e nota-se o desprendimento de pequenas bolhas de 
eaz, que do fundo do vaso sobem a superficie do liquido. 
Mais tarde, uns 15 dias depois, forma-se um precipitado e 
0 liquido nesta oceasiio torna-se claro e deixa escapar um 
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cheiro desagradavel, que muitos comparam ao da carne 
queiniada. 

Em gelatina faz-se uma cultura profunda em um tubo 
privado de ar, de modo que a agulha penetre nas ultimas 
camadas do substratum. Depois de alguns dias a gelatina 
comeca a liquefazer-se e no fundo do tubo apparece um 
deposito floconoso, acima do qual 0 meio conserva-se lim- 
pido. Em gelose, em serum coagulado, em leite, o bacillo 
de Nicolaier prolifera. Sobre batatas, collocadas nos tubos 
de Roux para as culturas dos anaerobios, 0 microbio des- 
envolve-se com muita lentid&o : forma-se uma camada fina 
humida e luzidia, parecida com as culturas do bacillo 
typhico. 

Grande é a vitalidade do microbio do tetano, que 
offerece muita resistencia aos diversos agentes de destrui- 
cao ; de facto o espoéro resiste durante duas horas a 80° de 
calér humido ; entretanto a agua a 100° mata-o em oito mi- 
nutos. Os espdéros seccos, misturados com terra e guarda- 
dos ao ar livre, mas ao abrigo da luz, conservam durante 
mezes a sua virniencia. <A irradiac&o solar ou a luz 
diffusa modificam profundamente a maneira de germinacao 
do bacillc, que perde a faculdade de esporular e deixa de 
ser pathogenico. Resulta das experiencias feitas por 
Vaillard e Vincent que « microbio quando exposto na su- 
perficie do solo 4s causas de destruigéo, desapparece logo, 
ou attenua-se. 

O germen pdde ser procur: lo, ou na terra, especial- 
mente nas terras dos jardins ond: elle abunda, ou, no puz 
e em outros productos das feridas tetanicas. Para obtel-o 
e isolal-o dilne-se um pouco de terra einocula-se em um co-. 
bayo; morto o animal procura-se o germen no logar da 
inoculag&io, porque o bacillo de Nicolaier ndo se generalisa ; 
no sangue nunea é elle encontrado, excepto quando se tem 
inoculado grandes quantidades de culturas nas veias ou no 
peritoneo do cobayo. Recolhido um pouco do puz on de ou- 
tros productos da ferida tetanigera em uma laminula é 
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preciso colorir a preparagio, ou pela fuchsina phenicada 
ou pelo krystal-violeta igualmente phenicado ; 0 exame mi- 
croscopico mostrara o bacillo esporulado ou nio. Deve-se 
fazer um grande numero de preparagdes, porque ds vezes 
ha tio poucos germense ainda assim de mistura com outros, 
que torna-se diffieil descobril-os. 

Pelo facto de nao se encontrar o bacillo de Nicolaier 
em uma preparacgao examinada ao wicroscopio, n&o se 
deve concluir pela n&o existencia do germen, diz Besson. 
Subnette-se o puz & prova das culturas, semeando o em 
caldo de carne, ou mantendo a eultura no vasio a 38 ou a 
39° de calor e notando-se ent&o as transformagédes a que 
ja nos referimos atraz e que habilitarao o observador a for- 
mar um juizo seguro. 

Quando apezar de tudo o microbio tetanigeno contintia 
mascarado ou reunido ao vibri&o septico, associagéo que 
é mnito commum, a pesquisa deve terminar pelo isolamen- 
to no tubo de Vignal para a cultura dos anaerobios 5 as- 
pira-se o contettdo de um tubo de gelatinasemeado com um 
pouco da cultura no apparelho de Vignal e logo apparecem 
as colonias isoladas do microbio, caracterisadas por peque- 
nos pontos alvadios formando espheras floconosas, de onde 
partem raios muito finos e dispostos em forma de borla, 
que fluctua na gelatina liquefeita. 

TInoculando-se directamente o puz suspeito em um co- 
bayo ou em um camundongo (animal muito sensivel) os sym- 
ptomas do tetano se apresentarao logo depois, se com etfeito 
tratar-se do germen desta molestia. E’ conveniente sa- 
ber-se que no tetano experimental as contracgdes comecam 
ordinariamente pelo grupo de musculos situados no ponto 
de inoculacao e Wahi vao pouco a pouco compromettendo 
oS musculos visinhos até a sua generalisacio completa. 

Das culturas do bacillo de Nicolaier, Kitasato e outros, 
entre os quaes Brieger, extrahirain substancias que ti- 
nham os ecaracteres das ptomainas a cuja acg&o elles attri- 
buiam os symptomas da molestia; hoje, porém, esta pro- 
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vado que as ptomainas nada tém que vér com a toxidade 
das culturas do bacillo tetanico, cuja toxina esta bem co- 
nhecida e tem sido objecto de estudos muito importantes. 

Obtem-se a toxina do tetano do seguinte modo: se- 
meado o bacillo em caldo peptonisado, segundo o modo ja 
dito, deixa-se a cultura durante quatro ou cinvo semanas 
exposta 4 temperatura de 35° e ao abrigo doar. Depois 
@esse prazo é a cultura filtrada na vela Chamberland, 
ficando um liquido muito toxico, que injectado na dése de 
1/4000 de centimetro cubico mata um ratinho. 

A toxidade das culturas pdéde ser consideravelmente 
augmentada, tomando-se para substratum um meio em que 
uma primeira gerac&o do microbios ja tenha vivido e elabo- 
rado seu veneno. N’essas condigdes a toxina assume uma 
virulencia espantosa : a centenrillionesima parte de tun centi- 
metro cubico é capaz de mataro rato. <A toxina diffunde- 
se com muita rapidez, como prova a seguinte experiencia: 
injecta-se um pouco da cultura no ponto em que a absor- 
peso se faz com a maior lentidao, como é, por exemplo, a 
extremidade da cauda de um rato, e tres quartos de hora 
depois secciona-se a cauda a uns cuatro centimetros acima 
do ponto inoculado e o animal morre sempre de tetano. 

O veneno tetanico tem a carecteristica das didstases ou 
enzymas, conforme verificaram Knud, Tizzoni e M"* Cat- 
tani e Vaillard. Chimicamente as suas analogias mais fri- 
santes s&40 com 0 veneno diphterico ; 0 calor a 80°, durante 
3 horas consecutivas, destroe 0 veneno tetanico. 

Behring e Kitasato nio tendo podido immunisar os 
animaes por meio de pequenas doses de toxina, soccorre- 
ram-se do methodo mixto, que consiste em injectar toxina 
e trichlorureto de iodo ao mesmo tempo e conseguiram vac- 
cinar coélhos. 

Roux e Vaillard sé empregam hoje nas inoculacées 
vaccinaes a toxina addicionada de uma solugio de iodo, que 
constitue, como veremos mais longe, 0 processo do primeiro 
@aquelles bactoriologistas para a diphteria. Apezar dos 
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aperfeigoamentos introduzidos na technica da immunisa- 
Gao, muito pouco tem-se conseguido do serum anti-teta- 
nico como Ccurativo, mesmo nos animaes. Entretanto os 
veterinarios exaltam as virtudes preventivas do serum, que 
lhes tém permittido operar a castracho dos cavallos sem o 
menor accidente tetanico, muito frequente outr’ora, sé- 
mente administrando doses presetvadoras aos animaes. 
No homem os resultados ainda sto menos favoraveis ; (1) 
apenas verifica-se que nas formas ligeiras tem-se obtido 
algum resultado, como alias sempre succedeu com os tra- 
tamentos classicos. Entre outros cita-se o caso de um gargon 
de um dos laboratorios da cidade de Lyon, que tendo-se 
inoculado accidentalmente na m&o com productos tetanicos, 
logo depois comegou a ter contracgdes nos museulos do ante- 
braeo. Transportou-se immediatamente a Pariz e no «In- 
stituto Pasteur» recebeu o tratamento serotherapico anti- 
tetanico, que foi neste caso eificaz, ficando o mogo curado 
rapidamente. 

Na grande maioria dos casos, especialmente nas formas 
mais seriaSs da molestia, o serum anti-tetanico tem fa- 
lhado como meio curativo ; ao passo que tem sido util eomo 
preventivo aos veterinarios. 


(1) Ao entrar este trabalho para o prélo chegam noticias telegra- 
phicas de que o Dr. Roux acaba de introduzir um grande progresso na 
medicina, conseguindo curas do tetano confirmado por meio da serothe- 
rapia, segundo se deprehende de tao laconica noticia. 


LEPRA 


SUM MARIO— Descoberta de Hansen : — O ba- 
cillo da lepra : suas propriedades e modo de 
coloracio. — Tentativa de culturas do ba- 
cillo.—Inoculagao da lepra nos animaes.—— 
O bacillo nos tecidos ec orgdos humanos.— 
Pseudo-tuberculose bacillar.—Tuberculose 
z00gleica.— Propriedades do microbio d’esta 
molestia.—Inoculacao nos animaes. 


A lepra 6 muito commum em alguns paizes, ao passo 
que Grarissima em outros, como a Franca e em geral a 
Europa central. Cada dia nota-se que a molestia vai con- 
quistando novos paizese se infiltrando cada vez mais pelas 
diversas camadas sociaes, sem duvida porque nos tempos 
modernos muito se tem descurado as medidas de isolamento, 
tio rigorosas outr’ora, com as gafarias que multiplica- 
"um-se e serviam para sequestrar os leprosos do resto da 
sociedade. Nos ultimos annos porém, ha tm movimento 
em favor da sequestragao e i este sentido trabalham os 
leprologistas mais authorisados. 

Tanto na sna forma tuberculosa como na anesthesica 
encontra-se um micro-organismo especial, descoberto por 
Amauer Hansen, e que todos reconhecem hoje ser a causa 
da lepra. No estado fresco, diz Dubieff que os estudou, 
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esses bacillos sio moveis, 0 que hasta para distinguil-os dos 
bacillos da tuberculose, com os quaes elles muito se pa- 
recem. Alem da sua mobilidade o micrubio é quasi recti- 
lineo, comparado ao da tuberculose que 6 curvo; nao dé 
esporo € possue uma capsula, que nem sempre é possivel 
distinguir-se. O seu comprimento é de4 a 6 millesimos de 
millimetro e a sua largura raras vezes attinge umm. de © 
nillimetro. 

Um dos melhores methodos para coloril-o é0 de Ehriich. 
As preparagdes nao devem ser montadas no balSamo do” 
Canada reunido ao chloroformio ou a qualquer essencia : 
o balsamo deve ser puro e dissolvido no xylol, sem o que o. 
microbio descora rapidamente. Este germen toma 0 gram. 
Baumgarten propée o seguinte processo de colorac&o para 
o bacillo da lepra : immergir a preparacéo durante cinco 
minutos a frio no violéta anilinado ; depois descorar-com a 
soluc&o seguinte : 

PLOGOL BWBOAMLO..120 ccecssawm — cnamaves 10 volumes. 

PGT BUGIS... ccs cnnnin snnmmnn cnn eicnins 1 volume. 

Finalmente lavar com agua, seccar e montar. O ba- 
cillo apresenta-se ao exame microscopico colorido de vio- 
léta; emquanto que o de Koch nao toma esta coloragao. 

Entretanto seria nuecessario, para firmar o diagnostico, 
fazer culturas do microbio e inoculagées ulteriores nos ani- 
maes ; mas até hoje tém sido infructiferas todas as tenta- 
‘tivas n’esse sentido, embora as affirmativas em contrario 
de Bordoni Uffreduzzi, que nenhum outro microbiologista 
pode ainda verificar. Os ratos que sio refractarios 4 
tuberculose de Koch coutrahem espontaneamente uma mo- 
lestia muito similhante em suas lesdes 4s que apresentam 
os coélhos quando inoculados con o bacillo de Hansen. O 
facto, porem, é que n&o foi possivel colher qualquer resul- 
tado positivo com as inoculagées do bacillo da lepra.- No 
homem tentou-se tambem a inocnlac&o, que foi feita em 
um condemnado é morte, chamado Keanon 


mas nt 
éddea - 1’ ess: : ree ’ S nada se 
pode apurar (essa unica tentativa. 
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O bacillo da lepra encontra-se em grande abundancia 
nos f6costuberculosos. Como natuberculose propriamente 
dita, os bacillos residem no interior das cellulas epithelioi- 
des; entretanto o bacillo de Hansen distingue-se do de 
Koeh por phenomenos de uma proliferag&ao mais accen- 
tuada; alem disso elle nao faz a cellula passar pela dege- 
nerescenela caseosa. Na lepra as cellulas gigantes sao 
raras, emqianto que nha tuberenlose ellas existem em 
grande abusudancia. O baeillo de Wansen é¢ ainda encon- 
trado em cellulas onde o de Koch nunea chega : nas cellu- 
las nervosas @ mesmo nas osseas. 

Vimos que o microbio da lepra n&o produzZ massas 
‘aseoSas, Mas passa por uma degeneracgho. Quando aeccu- 
mulados nos vacuolos existentes no interior das cellu- 
las, elles escapam-se por oecasiao0 de wma raspagem, de 
sorte que nas preparagdes apenas distinguem-se massas que 
fixam mal as cores. 

— A lepra trausmitte-se por heranga on por contagio ? 
— pergunta o professor Metchnikoff. 

Nao se pode ter uma opinia&o absoluta a respeito, 
responde aquelle sabio bacteriologista A sua propria inter- 
rogacao ; mas ha todo o fundamento para dizer-se que a 
morphéa é€ uma molestia contagiosa, transmittindo-se em 
econdigdes que nés ainda nao eonhecemos. 

A molestia pode curar-se espontaneamente, maximé 
em sua forma maculosa, mas deixando sempre tracos inde- 
leveis : manchas cutaneas. Muitas vezes tem sido a lepra 
anesthesica confundida com a syringomyelia, cujos sym- 
ptomas repreduz As vezes com extraordinaria fidelidade. 

A forma tuberculosa da morphéa, pelo contrario, quasi 
nunea cura espontaneamente. N’esta forma certos orgaos 
internos sio algumas vezes affectados e tem-se assim tuna 
lepra renal, hepatica, pulmonar, ete. 

A tuberenlina provoea reaecdes interessantes sobre os 
morpheticos : quasi que as mesmas observadas nos tubereu- 


losos. A injeccao de productos de ambas as molestias em 
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cobayos afastaré, porém, qualquer duvida entre os. dous 
geriens, pois € sabido que o da lepra inoculado nao da 
resultado, ao passo que o outro nuncadeixa de desenvol- 
ver-se Waquelle animalsinho. 

A lepra pode ainda confundir-se com a tubereulose 
coeco-bacillar; mas esta molestia, néo é como a morphéa, 
uma molestia exclusivamente humana (até hoje, pelo menos) 
e por isso podermos desenvolyvel-a em cobayos, 0 que nao 
é possivel coma lepra, conformeja vimos. Demais 0 cocco- 
bacillo, que tem sido bem estudado por Malassez e Vignal, 
nae toma o ziehl e tem uma forma ovalar; é disposto em 
cadeias e desenvolve-se bem em todos os meios, formando 
massas zoogleicas, que reunidas vao constituir os tuberculos. 
EH’ principalmente uma molestia dos roedores. — Ha de 
certo: algumas outras molestias capazes de se confundir 
coma lepra; isto somente no terreno da clinica, mas nunea 
sob o ponto de vista bacteriologico. 


TUBERCULOSE 


SUMMARIO.—A tuberculose é inoculavel.— A 
molestia é causada por um microbio.—Pro- 
cura do bacillo nos productos tuberculosos. 
Coloracio. — Inocnlacio dos productos no 
cobayo.— Culturas sobre serum e nos meios 
glycervinados. — Resistencia do bacillo aos 
diversos agentes.— Tuberculose das aves : 
particularidades do bacillo:—Variacio da 
virulencia do germen tuberculoso.—Conta- 
gio da tubcereulose.—Leite e carne dos ani- 
maes tuberculosos.— Passagem do bacillo ao 
feto.— O bacillo nas posiras.—Substancias 
chimicas contidas nas culturas do bacillo. 
— Tuberculina: sua preparagdo e proprie- 
dades. 


Laennec tinha entrevisto 0 contagio da tuberculose ; 
mas foi a Villemin que coube a gloria de dar a prova ex- 
perimental do faeto, no decurso do anno de 1866. Dous 
annos inais tarde, em 1868, elle publicou o seu livro nota- 
vel onde veem relatadas as experiencias que cGonduziram o 
operoso investigador francez a fazer a bella descoberta. 

Villemin em suas inoculagoes systematicas Couseg@uio 
damonstrara transmissibilidade da tuberculose, de surte que 
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hoje sabe-se que a miseria physiologica, o frio, a humida- 
de nao pédem crear a molestia: quando muito sao cansas 
adjuvantes ou propicias, no sentido de diminuir a resisten- 
cia do organisino e preparar um terreno favoravel ao des- 
envolvimento do germen. 

Si a deseoberta de Villemin marca uma era nova para” 
os estudos da tuberculose e firmou definitivamente entre 
os clinicos 0 conceito do contagio, cuja no¢gio forneceu 4 
prophylaxia uma orientagao differente no modo de consi- 
derar os tuberculosos, um progresso nio menos importante 
e de consequencias mais fecundas nos trouxe a descoberta, 
do bacillo da tuberculose, feita em 1884, por Koch, que poz 
em evidencia o germen colorindo-o pelo azul de methy- 
leno, pela vesuvina e pelo pardo de Bismarck. 

Este processo um tanto longo, foi posteriormente sub- 
stituido com vantagens por outros mais rapidos.—Ehrlich 
emprega o processo de banhos corantes a quente com 0 
«violeta anilinado»; mergulha depois a preparac&o em um 
banho acido (solucao de acido azotico a um ter¢o por cento) 
e por fim lava-a com agua. O acido nitrico pdéde ser 
substituido pelo acido sulfurico « 5%. 

A colorag4o tambem pédde ser feita pelo processo de. 
Ziehl-Nelsen :— immerge-se o corte durante um quarto 
de hora na fuchsina de Zieh] a frio; mergulha-se durante 
alguns seguudos na solug&o acida e lava-se; termina-se a 
-deseolorac&éo pelo alcool absolnto, até que o corte tenha 
apenas una cor de rosa pallida. Lava-se eem seguida mer- 
gulha-se a preparagao no azul de methyleno. Lava-se. 
Por fim faz-se agir por alguns instantes 0 alcool absoluto; 
depois a essencia de girofle e xylol e monta-se no balsamo. 

O Dr. Borrel, chefe do laboratorio do professor Roux 
recommenda ui bom processo, attribuido por elle a Kuhne, 
excellente para colorir os cortes do pulm&o, porque no al- 
tera a disposigio e a forma das cellulas, como suceede As’ 
vezes com os acidos mineraes. Consiste este processo em 
tratar a preparagao pela hematoxylina de Boehmer ou pela 
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hemateina durante cerca de dous minutos, lavar emagua dis- 
tillada e colovir a frio pela imimers%o durante 15 minutos na 
fuchsina de Ziehl. Tratar o eérte (alguns segundos) pela 
solugao aquosa (a 2% ) de chlorhydrato de anilina. Des- 
corar finalmente pelo alcool absoluto. Por este processo as 
cellulas de fundo ficam incolores, excepto os nucleos. Para 
terminar claréa-se a preparagao com a essencia de girofle e 
xylol e monta-se no balsamo. 

EF’ importante saber-se que o bacillo de Koch toma 
difficilmente as c6res basicas de anilina, mas uma vez colo- 
rido, © microbio conserva energicamente a substaucia co- 
rante, mesmo quando fica em contacto com descorantes po- 
derosos como s&o as soluedes de acidos mineraes. 

Quando se quizer examinar tm escarro ou o puz de um 
tuberculoso, deve-se recolher a parte mais densa e fazer 
duas preparagé6es: uma de fundo em azul, e o microbio 
em vermelho. Em certas lesdes tuberculosas como no lupus 
os bacillos sto raros. N’este caso o methodo de Weigert 
da bom resultado, mas é preciso ainda fazer inoeulaedes 
para ter-se a certeza do diagnostico. Os bacillos nio appa- 
recem ou porque sao em pequeno numero, ou porque teem 
chegado a um estado tal de velhice, que nto podem mais 
serv coloridos. 

Ordinariamente 0 animal escolhido para essas inocula- 
cées 6 0 cobayo, que é considerado o melhor reactive para 
0 bacillo da tubereulose. Com os ganglios deste animal 
faz-se uma injeccao no peritoneo de um segundo cobayo, 
que morrera talvez mais depressa do que o primeiro. 

Todas as manipulagdes devem ser feitas com o rigor 
anti-septico que exige a technica bacteriologica. Quando 
se tiver de examinar ou submetter a qualquer experiencia 
tecidos provenientes de um animal morto, sie necessarias 
certas precauedes. Com um ferro em braza queima-se a 
parte superficial do orgao, do bago, por exemplo, e com 
um escalpello esterilisado raspa-se ou corta-se um pouco 
da substancia e esmaga-se Com uma espatula e areia esteri- 
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lisadas, de modo a destruir as cellulas, deixando os bacillos 
em liberdade. Em seguida semea-se em icios especiaes, 
em serum coagulado, couforme recommenda Koch ; este 
serum serd esterilisado pelo processo de aquecimento dis- 
continuo, a 58° 


A cultura é repartida por muitos tubos (50, 100 e mais) 
porque o bacillo desenvolve-se mal sobre os outros meios e 
nio é conveniente estar mudando de meio. E’ muito em- 
pregado o serum de carneiro, que, distribuido por varios 
tubos, deve ser esterilisado na estufa a uma temperatura 
de 39° bem precisos. No fim de umas tres semanas comecam 
as culturas, que se manifestam por umas escamas na su- 
perfivie do serum, ¢ vAo sempre augmentando durante 
dous ou tres mezes. Uma vez obtidas as culturas é neces- 
sario inoculal-as em animaes, que logo contrahirao a mo- 
lestia ; vistas ao microscopio as colonias apresentami-se 
grupadss em forma de bigodes. 


O professor Roux aperfeigoou consideravel mente a te- 
chnica das culturas do bacillo da tubereulose, como seu 
processo da glycerina addicionada a outro quaiquer meio, 
o que da excellentes resnitados. O agar com 4% de glyce- 
rina fernece um terreno, onde a principio o bacillo cresce 
mal, Nas na segunda ou terceira cultura o microbio des- 
envolve-se muito bem; forma-se na supei Scie uma pelli- 
cula, que fornece uma béa semente. 


Esta sera semeada em valdo glycerinado; teudo-se a cau- 
tela de depositar a pellicula na superficie du caldo, onde 
deve ficar fluctuando, desenvolver-se-A muito bem no fim 
de 12 a 14 dias e ds vezes até muito mais cedo. 


Quando a semente provem dos escarros, deve-se ter 
sempre em mente as impurezas destes, que vém invaria- 
velmente acompanhados de bacterias vulgares. Kitasato 
propoz que os escarros fossem recolhidos no momento da 
expectoracao, tenilo o doente lavado previamente a boeca 
com wn antiseptico ; que o producto fosse recebido em una 
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boceta de Petri igualmente esterilisada e depois, ent&o, se 
fizesse a distribuighio pelos tubos de agar gelatinado. 

Nos escarros tuberculosos os microbios habituam-se a 
viver como saprophytas e por isso vivem melhor nas cultu- 
ras do que os de outra procedencia ; pelo que propoz-se 
guardar esses escarros em saecos de collodio esterilisado 
que inoculam-se no peritoneo dos cobayos, onde mais tarde 
encontram-se grandes quantidades do bacillo em via de 
desenvolvimento. 

Ein batata o bacillo desenvelve-se beim si tivermos o 
cuidado de regara batata com agua glycerinada. FE’ preciso 
alealinisar sempre os meios. O microbio gosta tambem dos 
melos vegetaes, 

O bacillo da tuberculose sé morre a uma temperatura 
de 65a 70° e n&io dd espéros. Deseecado elle s6 morre a 
90°, uina temperatura muito approximada do ponto da agua 
fervendo “ pressao ordinaria. Submettido a este gréio de 
calor 0 microbio morrera dentro de alguns minutos ; ainda 
assim é preciso que o calérou o liquido aquecido atravessem 
a camada de materia albuminosa que habitualmente protege 
o bacillo. 

O mesmo acontece com os anti-septicos, qne sé agem 
com efficacia, quando conseguem vencer esta especie de 
couraga e entrar em contacto directo com ogermen. A 
proposito convem lembrar que o sublimado é um méo an- 
tiseptico para o bacillo da tuberculose, porque elle forma 
um albuminato que até protege o microbio ; para este caso 
especial 0 acido phenico é muito superior ao sublimado. 

Todas as consideragdes que precedem applicam-se 
igualmente 4 tuberculose dos mammiferos, especialmente a 
dos bovideos. Quanto a tubcreulose aviaria, merece uma 
noticia especial. 

As aves sio muito sugeitas a epidemias de tubereu- 
lose sa contaminagaio da-se provavelmente pelas vias diges- 
tivas. O germen da tuberculose aviaria desenvolve-se nos 
diversos meios com oO mesmo aspecto ; apenas UM pouco Mais 
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rapidamente do queatuberculose humana. As culturasap- 
parecem soba forma de massas viscosas entre 35 e 40° de 
temperatura. Inocaladas matam o coélho mais rapida- 
mente do que as que provém do homem. O cobayo resiste 
um pouco mais ao bacillo da tubereulose aviaria, que n’ este | 
animal generalisa-se raramente. As  gallinhas, por sua 
vez, resistem muito ao bacillo da tuberculose humana, e 
Straus diz que inoculando-se-lhes grandes déses, ellas 
morrem antes de cachexia do que de tuberculose. Met- 
chnikoff encontrou na tuberculose aviaria cellulas de 
steptothrix ; mas essas_ mesmas formas forain tambem en- 
contradas por Fischel na tuberculose humana. —Serd o 
mesmo bacillo?--E’ bem possivel que seja uma raca, uma 
variedade do microbio, resulfante da passagem do bacillo de 
Koch atravéz do organismo das aves, mas nao uma especie, 
differente, como querem Gamaleia e Straus. 

A i ern é coino ja dissemos, uma molestia conta- 
giosa; 6 um facto hoje bem elucidadoe fora de toda a dis- 
cussio. A propagac&io da vacca ao homem pdde-se fazer 
nas condigées naturaes. Nocard salientou a frequencia da 
tuberculose nas vaccas leiteiras em Franca ; maso leite sé 
torna-se verdadeiramente perigoso quando ha _ tubereulos 
- nos peitos do animal ; a mesma cousa succede com a carne 
muscular, que n&io deve ser regeitada sen&o no caso de tu- 
berculose generalisada. Quanto 4 transmiss&io do germen, 
da m&i ao feto é rarissima, conforme resulta das observa- 
cdes extensas de Nocard e de outros gue tém aprofundado 

esta quest&o. . 

Das culturas tuberculosas extrahio Koch pela primeira 
vez wma substancia a que deu-se 0 nome de tuberculina, 
que nao é mais do que uma toxina secretada pelo bacillo. 
Obtem-se a tuberculina, que a principio tantas esperancas. 
despertou como meio curativo da molestia, de qualquer 
cultura do microbio em caldo glycerinado. Este veneno 
tuberculoso contem, alem da tubereulina propriamente. 
dita, todos os principios do bacillo ; junta 4 glycerina ella 
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tem uma consistencia viscosa. Quando injectada em indi- 
viduos tuberculosos ella determina uma forte elevacaéo de 
temperatura, seguida de queda brusca e morte. Os ani- 
maes doentes tambem reagem 4 tuberculina, mas no estado 
de saude nada apresentam ; ha, pois, uma substancia parti- 
eular que actua sobre os tuberculos. 

Esta accio electiva fez da tuberculina um reactivo ma- 
‘avilhoso para diagnosticar-se a tuberculose dos bovideos, 
mesmo quando nao existe 0 menor signal clinico da moles- 
tia. Uma tubereulose incipiente que nao é suspeitada 
pelos outros meios de exploracao, é revelada pela tuber- 
eulina. 

Fazendo-se precipitar wn volume de tubereulina por 
vinte volumes de alcool absoluto, obtem-se un producto, que 
lava-se no alcool e torna-se a dissolver em agua :—é o prin- 
cipio activo da tuberculina. Para obter-se a tubercu- 
lina bruta é preciso precipital-a de novo pelo alcool a 60°; 
mas este producto é impuro, porque contem uma materia 
albuminoide unida 4 tuberculina, que pode ser d'ella sepa- 
rada por precipitagéo por meio do acido chlorhydrico. 

Depois de purifleada é a tuberculina soluvel no alcool, 
onde o sal marinho precipita-a. Tambeim ella pode ser 
aquecida a 100° ; as suas reacgdes sto numerosas e appro- 
ximam-se das reacedes de certas materias albuminoides. 

Prepara-se a tubereulina com os corpos de microbios 
mortos. Esses cadaveres bacillares encerram ainda outra 
substancia activa, que injectads nos animaes Ihes produz 
uma cachexia. Straus e Gamaleia encontraram uma sub- 
stancia necrosante que denuncia-se pelo cheiro especial que 
se desprende da tuberculina : é talvez uma proteina. 

Hoje nao se emprega a tubereulina no tratamento da 
tubereulose humana por nao ter dado resultado, e nem 
tambem os clinicos servem-se (ella para o diagnostice da 
molestia, que se faz perfeitamente pelos processos bacterio- 
logicos, t&o seguros, quanto inoffensivos para os doentes ; 


mas a tuberculina presta servicos relevantes e incontesta- 
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veis para diagnosticar-se a melestia nos bovideos, antes 
que ella se revele por qualquer signal clinico. 

Foio que ficou da importante descoberta do bacterio- 
logista allem&o, que tanto barulho fez no mundo, ainda ha 
poucos annos. EH, apezar de tudo n&o é pequeno o servi¢go 
que presta a tubereulina. : 


PNEUMONIA 


SUMMARIO.—A pneumonia é uma molestia in- 
fecciosa.— Microbios nos escarros pneumo- 
nicos.— Diplococcos lanceolados.—Pneumo- 
cocco. — Culturas sobre os diversos meios 
—Acecao sobre os animaes.—Organismo en- 
contrado por Pasteur em 1880.— Immu- 
nisacio por meio da toxina.—Serum dos 
animaes immunisados.—Ensaio de trata- 
mento da molestia. — Pneumobacillo de 
Friedlander. — Antagonismo entre este 
germen e a bacteridia do carbunculo. 


A pneumonia tem sido considerada como uma moles- 
tia, ora geral, ora local. Em certos casos, nas prisdes, nos 
hospicios de velhos, tem-se observado que a pneumonia 
affecta formas epidemicas ; em taes condi¢gées occorreo a 
idéa de que talvez fosse uma doenga microbiana ; e logo os 
bacteriologistas poseram-se a procurar o germen do mal 
nos escarros avermelhados dos pneumonicos. 

Talamon em 1883 encontrou um microbio especial 
que apresentava-se geralmente disposto dous a dous, ao 
qual elle denominou diplococco por causa d’esse agrupa- 
mento. E como as extremidades apresentassem mais ou 
menos a forma de uma langa, elle juntou dquella deno- 
Ininacao o termo lanceolado. 
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No tecido pulmonar e mesmo na circulagao geral Tala- 
mon tambem vio o seu diplococco, tal qual se apresentava 
nos escarros cér de ferrugem. 

Inoculado sob a pelle o microbio n&o produz grande 
cousa ; mas levado ao pulmo de um coélho elle determina 
um exsudato fibrinoso e uma hepatisac&o do tecido, acom- 
panhado tudo de derramamento paraa pleura. As cul- 
turas de Talamon eram feitas em uma soluc&o de extracto 
de carne de Liebig. 

Por essa mesma epoca Friedlander publicava uma me- 
moria ua qual descrevia um miecrobio mais alongado 


do que o de Talamon, reunido tambem dous a dous e 
em cadeia e que elle encontrara nos escarros pneumonicus 


e no pulm&o doente. No campo do microscopio ov microbio 
mostrava-se cercado de uma aureola incolor ou capsula 
transparente. 

Por ‘sua vez Frenkel encontrou o mesmo organismo de 
Talamon, que elle descreve com grande precis&o em seus 
menores detalhes.-— His-nos em presenga de dous micro- 
bios que se differenciam por sua forma e sobretudo por 
suas reacgdes sobre os colorantes, visto como o de Talamon- 
Frenkel toma o gram, emquanto que o de Friedlander niio 
o toma. 

Qual dos dous é 0 bacillo da pneumonia? Depois de 
longas discuss6es os bacteriologistas poseram-se de accordo 
e hoje todos reconhecem a especificidade do bacillo lan- 
ceolado. Ode Friedlander encontra-se as vezes nos pneu- 
monicos, accidentalmente, no segundo plano. 

Em 95% dos casos de pneumonia encontra-se o bacillo 
de Talamou-Frenkel ; ao passo que o outro sé excepcional- 
mente é achado, e isto mesmo no comeco da molestia. Ca- 
sos ha em que apparecem estreptococcos, mas a titulo de 
complicaci&o. 

Para por-se em evidencia o bacillo de Talamon-Fren- 
kel estende-se um pouco de escarro pneumonico em uma 
lamina, fixa-se e tinge-se rapidamente pelo violeta de gen- 
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ciana. Os microbios apparecerao com essa cor ; ao redor 
de cada diplocoecco, sobre o fundo mais claro da prepara- 
cio, notar-se-4 uma zona transparente constituida pela ca- 
psula_ gelatinosa que o cerca, separando-o dos elementos 
visinhos. 


Esta capsula pode-se colorir com tun pouco de acido 
acetico, ficando a preparacio ahi mergulhada durante 
algun tempo. A colorac&io pelo methodo de Gram da ao 
microbio um matiz muito carregado, quasi negro. 


Inoculado wm = animal sensivel, um rato, por exem- 
plo, com uma diluigao de esearros pheumonicos, sob a 
pelle do ventre ou do dorso, o animal suecumbira em 
menos de 30 horas. No ponto de invculag&io nota-se ape- 
nas um exsudato muito fraco. 


O aniinal n&io morre de pneumonia, mas sim de uma 
septicemia aguda; 0 microbio é encontrado no sangue e nos 
orgaos. Basta semear uma gotta do sangue em ealdo e 
levar a cultura 4 temperatura de 30° graos para vermos o 
germen proliferar. 


A gelatina n&o péde servir por causa da temperatura 
exigida. Em gelose formaii-se pequenas colonias tranuspa- 
rentes que nunca se alastram. Noserum coagulado obtem- 
se tambem colonias similhantes a gottas de orvalho. Hin 
batata quasi nada apparece. 

Visto ao microscopio 0 microbiv proveniente das cul- 
turas n&o apresenta mnais a aureola ; vém-se apenas os di_ 
plococeos juntos pelas extremidades, as vezes reunidos em 
cadeia. Deu-se-Ihes 0 nome streptococcus lanceolatus de 
Pasteur. No serum, porém, 0 germen conserva a sua au- 
reola. Elle n&o vive muito tempo nas culturas : morre 
no fim de 7 a8 dias ; para conserval-o é preciso fazer re- 
picagens. Além disso elle secreta materias acidas & custa 
do caldo e ent&io é preciso neutralisar 0 meio para poder- 
se conservar 0 germen mais tempo. Em ampoulas fecha- 
das e no sangue o microbio dura, por um = prazo mais 
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longo, mas 6 indispensavel fazer uma cultura, antes de 
empregal-o, para que fique mais activo. 

Os resultados differem segundo a virulencia e o modo 
de inoevlagio. Com effeito nem todas pneumonias affectain 
a inesma gravidade : com o microbio proveniente de certo 
pheumonico péde-se matar um rato (e é esse um bom meio 
de prognostico) ao passo que outro doente dara productos 
muito menos activo. 

86 inocularmos o germen no pulma&o do ecélho, vere- 
mos feita a autopsia, lesdes caracteristicas da pneumonia. 
O cao soffrendo uma injeec&io subcutanea apresentara am 
edema consideravel e grande elevagao de temperatura ; e 
no caso de suceumbir o animal encontraremos o microbio 
no sangue e nos seus org&os. 

O pneumococco ja tinha sido deseripto por Pasteur em 
1881, quando casualmente encontrou-o na saliva de um me- 
nino morto de raiva. Elle isolou-o, assignalou a sua cap- 
sula e deu-lhe o nome de organismo com aureola. Estes 
factos vém referidos em sua celebre memoria (aquelle 
anno sobre a raiva; depois elle tornou a achar o seu mi- 
crobio na bocca de outro menino affectado de broncho- pneu- 
monia. Assim, foi Pasteur o primeiro a descrever o ger- 
men e a fixar-lhe os caractéres, estabelecendo tambem que 
este microbio 6 aerobio e anaerobio ao mesmo tempo, e 
mais: que a sua virulencia exalta-se por meio de prssa- 
gens suecessivas, antevendo a sua attenuagao. Pasteur 
procurou-o nas pessoas de saude e encontrou-o, sémente 
elle nao ligou-lhe importancia etiologica 1a pneumonia, 
deixando-o de lado para proseguir nas profundas investi- 
gagdes que Waquella epoea 0 preoceupavam e que deram o 
brilhante resultado que hoje contemplamos. Fraenkel tor- 
nou bem saliente a identidade absoluta dessa bacteria com 
Oo pheumococeo. Um pouco mais tarde estudou-se a im- 
munisagao pelo processo das toxinas. Cultiva-se o pneu- 
Micocco em caldo aquecido a 65° para matar o microbio, 
BP aue este unio dé espdros, injecta-se o liquido, filtrado ou 


nio na vela Chamberland. em animaes e estes morrem de 
cachexia. 

Experimentou-se um outro meio de produzir toxinas 
mais virulentas ; mas como os resuitados fossem nullos, oc- 
correo a ideia de operar-se sobre sangue de animaes mortos 
da affecgio. O sangue era esterilisado com algumas gottas 
de chloroformio e os resultados foram melhores ; mas ainda 
assim era necessario langar m&o de grandes quantidades 
de toxinas. 

Isaeff querendo elevar a actividade das toxinas recor- 
reo 4s passagens atravez de animaes e conseguio ent&o vac. 
cinar com esta toxina esterilisando-a pelo chloroformio, 
pelo calér e pela filtragio. O serum (esses animaes gosa 
de certas propriedades e foi proposto como meio de trata- 
mento da pneumonias Klemperer tendo injectado pnen- 
mococcos em wn ecoélho curou-o Com UMA injecgao de serum. 
No homem nao ha um numero sufficiente de observacées 
para julgar se do valér do methodo, e a questo continta 
e deve continuar a ser estudada. 

O Sr. Foa notando que nem sempre a immunisagio era 
obtida emprehendeo novos estudos e chegou a distinguir 
duas ragas do microbio : os prewnocuccos e€ OS meningococcos. 
Ambas essas racas pareciai-se muito exactamente sob o 
ponto de vista morphologico e de suas reacedes, sendo 
porém wna mais activa do que a outra. 

Todos conhecem a marcha clinica da pneumonia; é 
uma molestia de crise, a defervescencia tem logar geral- 
mente do setimo ao nono dia. Como éjustamente no fim 
de sete dias que nas culturas feitas in vitro os microbios se 
mostram attenuados, tem-se pensado que a crise da pneu- 
monia corresponde talvez a esta attenuacao do microbio no 
pulmio. 

Ainda procurou-se explicar 0 mecanismo (essa defer- 
vescencia aventurando a hypothese de ter o serum do pro- 
prio doente adquirido qualidades antitoxicas e ter por isso 
um papel n’esse phenomeno. 
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A anatomia pathologica do pulmao inflammado en- 
sina-nos qne a hepatisagéo vermelha é seguida de hepatisa- 
cio cinzenta; depois o exsudato parece fundir-se e 0 f6co 
pneumonico serd talvez n’essa occasiao invadido pelos len- 
cocytos, até entao afastados d’esse terreno pelas toxinas 
secretadas pelos microbios. Comega a obra dos phagocy- 
tas, devorands as partes solidas do nucleo pneumonico, 
para que possa elle ser expectorado. 

Finalmente resulta de estudos recentemente feitos 
sobre 0 sangue que nos casos graves ha hypoleucocytose ; 
ao passo que o contrario nota-se nos casos benignos. A 
contagem dos globulos brancos constitue até um bom meio 
de prognostico. 

Conforme j4 vimos, Pasteur encontrou o pneumococeo 
na Saliva. Pondo de lado as pessdas que tiveram pneumo- 
nia e que @ahi em diante couservam por um tempo inde- 
finido a bacteria nas suas secrecdes salivares, encontra-se 
0 pneumococco uma vez em ‘cada grupo de cinco pessoas 
sas. 

O microbio conserva-se alli ei permanencia, prompto 
para invadir o pulm&o, que no estado normal é energica- 
mente defendido contra os micro-organismos pelas cellulas 
migratorias dos alveolos. -—Sobrevenha, porém, um ac- 
cidente qualquer: depressio, resfriamento, irritag&éo, que 
embarace a accgao defensiva das cellulas migratorias, e a 
bacteria se implantaré impunemente no tecido do pulmao, 
onde completard sua obra, fazendo evoluir uma pneumonia. 

FE de facto, parece que as cousas passam-se assim 
mesmo, como demonstra a seguinte experiencia : - injec- 
te-se 0 pneumococco na trachéa de um carneiro e elle n&o 
contrahird a molestia ; mas se previamente o animal tiver 
reeebido pela mesma via a injecgao de uma substancia ir- 
ritante, a pneumonia desenvolver-se-4 quando vier a injec- 
cio de pneumococcos. E’ portanto este o mecanismo da 
infecgao pneumonica ; mas como explicar a expansio epi- 
demica do mal, tantas vezes observada?— Atéagora nada 
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ficou resolvido ; mas dos factos expostos vé-se desde ja de 
que lado a quest&io deve ser abordada. 

O pheumocoeco produz ainda outras affeegdes : tem- 
se visto pleuresia com pneumococcos ; meningites, otites, 
peritonites, broncho-pneumonias, que é preciso n&o con- 
fundir com as broncho- pneumonias vomplieadas de estrep- 
tococeos, tem das vezes por causa 0 bacillode Talamon. Ha 
ainda anginas, endocardites, meningo-encephalites onde 
encontra-se o mesmo microbio especifico nao acompanhado. 

O pneumocoeco de Friedlander é bem differente do 
precedente: @ um verdadeiro bacillo, tendo uma eapsula 
mais extensa do que o outro e n&o toma o gram. Para no- 
tar-se a differenca convéim isolal-o ; para isso inoeula-se o 
germen em um rato ; quando morre o animal extrahe-se-lhe 
do coragao uma gotta de sangue e semea-se em caldo, que 
logo depois Comega a turvar-se, Signal de que o germen esta 
se desenvolvendo. Em gelatina elle prolifera desprendendo 
gazes. Aerobio e anaerohio ao mesmo tempo, elle cultiva- 
se entretanto melhor na superficie dos meios. apresentando 
culturas Chamadas em cabeca de prego. Se nao ha no meio 
de cultura materias albuminosas (é 0 easo do agar) 0 mi- 
crobio eresce sem a sua aureola. Cultiva-se muito bem no 
periteneo dos pequenos animaes de laboratorio. A sua 
Virulencia exalta-se por meio de passagens successivas. 
Faz fermentar as materias assucaradas, dando alcool ethy- 
lieco e acido acetico. Ferimenta tambem a glycerina, bem 
como os aecidos lacticos, direito ou esquerdo, conforme’o 
assucar que se lhe fornece.  Desprende acido carbonico ¢@ 
hydrogenio: é antes de tudo um nicrobio fermento. 

Ha talvez mais de uma raca d’esse microbio, que 
apresenta um antagonismo com o do carbunculo, quando 
injectados sob a pelle da um aniinal, sem comtudo ter pro- 
priedades immunisantes ou curativas. 
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MICROBIOS PYOGENTIOS 


SUMMA RIO — Suppuraciao e microbios.— Ba- 
Fre- 


quencia relativa de bacterias no puz : sua 


cteria do laboratorio de Pasteur. 


procura ; coloracéo.—Puz dos abcessos an- 
tigos. — Staphiluccus aureus ; sua cultu- 
ra.—Molestias causados pelas bacterias.—- 
Furunculos.— Osteo-myelite-—— Pyohemia. 
— Variacao da virulencia. — Substancias 
toxicas elaboradas pelos microbios.— Ery- 
sipela._—Papel pathologico do estreptococco 
no homem. — Serum uanti-estreptococcico. 
—Pode haver suppuracdo sem microbio ? 


A suppuracao 6 um phenomeno dos mais frequentes 
em pathologia. Outr’ora era corrente a theoria de que o 
puz vinha de uma irritac&o especial dos tecidos e que eram 
os proprios tecidos que o forneciam. Cohneim demonstrou 
que elle é formado por globos braneos, que s&o attrahidos 
para féra dos vasos sanguineos, constituindo o phenomeno 
da diapedése. 

Logo depois dos primeiros trabalhos de bacteriologia 
Pasteur pensou em estudar o puz, e de facto em 1878 elle 
examinando aagua de uma torneira de seu laboratorio, en- 
controu um pequeno microbio que tratou de isolar. 

Este pequeno germen introduzido sob a pelle de win 
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animal dava asuppuragao. N’estas investigagédes Pasteur 
era auxiliado por Joubert e ambos foram descobrindo novas 
especies e variedades, entre outros um microbio a que deram 
o nome de bacillo pyogenio ou gerador do puz. 

Examinando puz proveniente de furuneulos elles en- 
contraram pequenos graos reunidos em tulhas, que Pasteur, 
que n&o gostava de denominagées latinas, chamou_ bacille en 
amas de grain. Hojeesta denominacao foi substituida pela 
de staphylococcus que €é correntemente empregada. 

Este micro-organismo era encontrado no sangue e 
sobretudo na zona inflammatoria ao redor dos furunculos, 
e se estes eram numerosos, os bacillos entravam na cireu- 
lac&o geral. Estes estudos foram feitos nos annos de 1878 
a 1880. Pasteur examinou tamben o puz da osteo-myelite 
e encontrou ahi o mesmo bacillo. Elle chamou a osteo- 
myelite muito pictorescamente « o furunculo dos ossos » ; 
—definigao de chimico, diziam rindo os cirurgides do tempo ; 
mas oS de hoje ja nao riem-se e acham que Pasteur tinha 
razao. 

Hervieu estudando as affecgées puerperaes na Mater- 
nidade encontrou um microbio de um aspecto especial que 
Pasteur chamou microbe en chapelet de grain, manifestando 
ainda a sua antipathia pela nomenclatura latina. Exami- 
nando os lochios, sempre que n’elles encontrava- esses 
microbios, elle annunciava que ia dar-se uma elevacio de 
temperatura e 0 seu prognostico realisava-se. 

Mais tarde Doléris pesquisando 0 puz das puerperas 
encontrou 0 mesmo germen, juntamente com outros. Con-- 
tinuaram as pesquizas e seguio-se uma serie de novas des- 
cobertas, com os trabalhos de Ogston em 1880, de Rosen- 
bach em 1884 e de Passet em 1885, encontrando-se sempre 
OS Mesmos Micro-organisios ditos bacillos da suppuracdo. 

O mais frequente d’elles todos 6, porém, o staphylococ- 
clus pyogenes aureus, que é 0 mesmo bacille en amas de grain, 
de Pasteur. Em seguida vem 0 staphylcoccus pyogenes al- 
bus, em todos os pontos similhante ao precedente, menos 
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nas culturas que u&o s&io coloridas. O microbe en chapelet 
de grain passou a denominar-se streptococcus pyogenes. Ha 
ainda um streptococcus citreus. Para por-se em evidencia 
estes differentes microbios, esteude-se um pouco de puz em 
uma lamina © trata-se pelas céres da anilina ou pelo me- 
thodo de Gram. Certos microbios apresentam-se ei liber- 
dade, outros. porém, estio eontidos nos globulos do puz. 
No puz velho, ou nos antigos abcessos encontram-se muito 
poucos microbios livres e péde-se mesmo na&o encontrar ne- 
nhum ao exame microscopic: mas € possivel fazel-os ap- 
parecer, rejuyenescendo-os em uma nova cultura. 

Muites outros microbios podem daro puz; exemplo: 
o do cholera das gallinbas, que causa até uma lesio local, e 
a bacteridia do earbaneulo, que injectada sob a pelle de 
win ecélho bem immunisado, prodaz-lhe um abecesso. S&o 
detalhes que se referem 4 historia de cada um d’esses mi- 
erobios. 

O staphylococcus aurcus desenvolve-se muito bem quando 
semeado pelo processo das estrias em placas mantidas em 
uma temperatura de 33 grdaos. Ei gelatina apparecem pe- 
quenas manchas e com os progressos da cultura o meio li- 
quefaz-se eas manchas toruam-se amarelladas, as culturas 
tém o aspecto de uma cbuch i de algod&io». Na ponta da 
picada reunem-se grumos amarellados. Finalmente em 
ealdo o liquido turva-se geralmente e observa-se ao nivel, e 
cireulando as paredes do vaso, tma orla de grumos amarel- 
lados. 

O  staphylecoccus albus encontra-sc niuitas vezes de 
mistura com o precedente, com o qual. conforme ja vimos 
tem a maior similhanga, menos no que refere-se & materia 
corante, que falta ; mas é preciso convir que é uma diffe- 
renea muito superficial, mesmo porque o aureus cultivado 
no abrigo do ar produz una raga destituida de coloragao. 
No mais as eculturas fazem-se nos mesmos meios e os mi- 
erobios colorem-se pelos mesmos processos ; portanto é li- 
cito coneluir-se que ambos os ecrmens pertencem A mesma 
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raga. Ambos sao encontrados tanto nos furunculos, como 
nos abeessos quentes. O Sr. Jassé inoculou em um dos 
seus bracos um staphylococcus albus e obteve tina serie de 
furunculos. Na osteo-myelite encontram se os mesmos or- 
ganismos, que ainda s&o vistos nas infeeedes purulentas, 
nos abcessos metastaticos e em varias outras affecgdes. 

Tendo-se o cuidado de escolher as especies mais viru- 
lentas de culturas: puras d’esses microbios, é possivel fa- 
zer-Se desenvolver nos animaes os mesmos phenomenos 
observados no homem. Com uma cultura muito energica 
mata-Sse um coélho, sendo o bacillo encontrado nor orgios 
do animal ; uma cultura menos activa dara abcessos me- 
tastaticos, ou uma endocadite. 

‘Entretanto nem todos os microbios pyogenios tém a 
mesma virulencia: uns s&o quasi inoffensivos, outros 
matam em 24 horas; estes microbios secretam materias 
toxicas, e 0 liquido das culturas privadas dos germens de- 
termina uma cachexia. 

Rodet e Orkmann fizeram extractos alcoolicos de cul- 
turas e observaram 0 seguinte : que injectados nos animaes, 
em logar de conferir-lhes a immunidade, exaltava-lhes a 
receptividade para a molestia, durante semanas e até 
mezes. Cultivados no ar ou fora d’elle, esses microbios 
nao dAo espéros e sio finalmente exterminados pelo calér 
e pelos antisepticos ; mas deseccados em presenga das ma- 
terias albuminoides (condigdes que se acham realisadas 
nas crostas das feridas) elles conservam a sna vitalidade 
por muito tempo. 

O staphylococcus citreus differe apenas dos anteriores 
pela cdr e pelo menor gréo de virulencia, porém em tudo o 
mais se comporta como elles. 

© streptococcus pyogenes et erysipelatis encontra-se com 
frequencia no puz. Cultiva-se em gelose, nao liquefaz a 
gelatina, onde desenvolve-se dando o aspecto de grios 
presos uns aos outros. Nao turva o caldo e os pequenvs 
graos dispdem se ao longo das paredes do vaso ¢ vaio des- 
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cendo para as ultimas camadas do liquido. Ao microsco- 
pio observa se um germen, muito differente dos preceden- 
tes, apresentando-se cin forma de rosario. 

Os streptocoecos encontram-se nos phlegmées, nas 
infecgdes puerperaes, nas infeeedes post-operatorias, nas 
peritonites das puerperas. Encontram-se ainda compli- 
‘ando © Sarapam, a escarlatina, a diphteria e outras mo- 
lestias, como a broncho-pneumonia das criangas, impri- 
mindo-lhe um cunho de grande lethalidade. 

KK’ principalmente na erysipela que elle encontra-se 
sob a mesina forma que apresenta no puz ; alids é sabido 
que esses diversos streptococci Sio Un e O mesmo microbio. 
As experiencias de Vidal deixaram féra de duvida que os 
differentes effeitos observados procedem dos diversos gréos 
de virulencia do microbio; é assim que um streptoecoeco 
tomado a um erysipelatoso e attenuado, quando mais tarde 
© injectarmos, daré& apenas uma inflammacio limitada 

Tomemos agora desta ligeira inflanmagao um germen, 
exaltemos, por meio de cultura, a sua virulencia e teremos 
a erysipela de novo reproduzida, se o injectarmos. 

Si muitos @esses germens, sao como esta provado, va- 
riedades de uma mesma especie, ha todavia alguns strep- 
coccos que assim n&o podem ser considerados. Depois de 
varias experiencias chegou-se a dividil-os em duas classes : 
streptococcus longus e streptococcus brevis ; isto 6: em uns 
os rosarios s&io compridos, e nos outros sito mais curtos. 
Nos ¢aldos 0 longo nao turva o liquido e a cadeia de graios 
rae até o fundo do vaso de culturas ; 0 curto, pelo contra- 
rio, turva o ecaldo e mantem-se na superficie. 

Ha tambem o streptococcus conglomeratus, que differe 
dos outros pela maior virulencia. Knorr aifirma que a vi- 
rulencia esta Jigada 4 forma e que pode-se transformar as 
especies umas nas outras; conseguintemente n&o se deve 
ligar muita importancia 4 morphologia. 

O Dr. Marmoreck. medico austriaco ex-alumno do In- 
stiluto Pasteur, tem feito ultimamente estudos muito im- 


portantes n’aquelle estabelecimento sobre os streptococcos. 

Servindo-se de serum humano e de ealdo de carne, na 
proporgio de uma parte do primeiro para duas do segundo, 
elle econseguio exaltar a viruleneia @esses microbios, ob-. 
tendo a0 mesmo tempo grandes quantidades d’elles em 
culturas de 24 horas. . 

Um pouco de serum sobre gelose d& uma cultura em 
que o germen conserva grande virulencia, mas se o serum 
falta, o streptococco mais virulento retirado do homem 
perde rapidamente as saas propriedades, Em ampoulas 
de vidro e ao abrigo do ar elle péde conservar por muito 
tempo a sua actividade, sobretudo se tem sido guardado na 
geleira e@ si se tiver a cantela de antes de empregal-o, 
mettelo no liquido a que nos referimos mais acima ; ahi 
elle remogard, conservando sua virulencia, sem entretanto 
exaltal-a. Para conseguir-se este ultimo resultado é ne- 
cessario fazer passagens sobre coélhos, intercalando entre 
ellas uma cultura em serum, No fim de um:certo numero 
de passagens obtem-se uma virulencia capaz de matar o 
coélho na dose de um millionesimo de centimetro cubico : 
uma unica cellula parece bastar para produzir a morte. 
Por esta technica um streptococco banal chegaré ao mesmo 
resultado, 0 que nos authorisa a pensar que todos os mi- 
crobios do homem sio susceptiveis de ter a sua virulencia 
exaltada. 

Ha ainda outros streptococci pathogenios : Noecard des- 
creveo uma mammite das vaceas, caracterisada por taume- 
facc&o especial das tetas ; 0 leite é invadido pelo microbio 
e nao tarda a coalhar, emquanto que o assuear n’elle con- 
tido transforma-se em acido lactico ; essa molestia, produ- 
zida por um estreptococco, é transmittida de umas 4s ou- 
tras vaccas pelos ordenhadores. 

Este germen differe do da erysipela porque nico dé 
lugar aos mesmos accidentes. 

No gourme dos eavallos Schutz encontrou um outro 
streptococco. O animal é accommettido de angina e os 
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seus ganglios entumecem, suppuram eas vezes o animal 
morre. Este estreptococco do cavallo é pathogenico para 0 
‘ato, @ no Cobayo a sua virulencia exalta-se. Aindahaum 
outro estreptocoeco, que encontra-se na pneumonia do ca- 
vallo. Todos esses diversos microbios n&o devem ser con- 
fundidos, mas no homem ha motivo para crer que sé ha 
uma unica especie. O estreptococco humano reforcado re- 


produz nos animaes as molestias peculiares 4 nossa especie. 


Tentou-se immunisar os animaes por meio de injecgdes 
de culturas de streptococci attenuades. No laboratorio do 
professor Roux foram inoeulados alguns coélhos com ligei- 
ros tragos do microbio: quando o animal restabelece-se 
apresenta grande resistencia as inoculagdes ulteriores, 
chegando a haver mesmo uma certa immunidade relativa. 


Procurou-se tambem obter a immunidade por meio 
das toxinas. Frenkel aqueceu culturas « 70 e 80° e injec- 
tou-as nas veias de coélhos: alguns soffrerain graves acci- 
dentes, outros resistiram. As toxinas injectadas produ- 
zem cachexia. Rogé aqueceo culturas a 120° e conseguio 
uma immunidade muito pouco duradoura. O serum dos 
animaes assim immunisados tem propriedades preventivas. 


O Dr. Marmoreck experimentou sobre 0 carneiro, 0 
wvallo eo asno, injectando Wesses animaes um estrepto- 
coceo hypervirwlento. Nas primeiras inoeulagdes feitas 
no cavallo notou-se uin edema, que n&ao se mostrou mais 
quando diminuiu se depois a dose a injectar de cada vez. 
As culturas eram feitas em caldo reunido ao liquido da 
ascite. Sobre o asno os resultados. nao foram t&o bons. Os 
‘avallos tém ds vezes reaccdes violentas, mas deixando-se- 
OS reposar por muito tempo o serum adquire propriedades 
de una efficacia notavel. 


Uma precaucio indispensavel é a de nao tirar-se o 
sangue do animal logo depois da ultima injecg&o :---o serum 
nestas condiedes é perigoso. 

29 


— 226 — 


Com uma dose correspondente a quarenta por mil do 
peso de um homem, ou de um animal qualquer, consegue- 
se aimmunidade, mesmo intervindo-se algumas horas depois 
de comecada a molestia. No homem pode-se injectar uma 
ou duas déses de 10 ¢. cubicos nos casos de erysipela ; 0 
doente experimenta um grande bem estar ea molestia para, 
Havendo interesse n’isso, pode-se empregar desde 0 co- 
meco grandes ddéses, sem haver risco para o doente. Em 
todos os casos a administracéo do sernm éseguida de queda 
brusca da febre e a descamac&éo comeca. Este serum dé& 
igualmente bom resultado nos casos de phlegm&o acompa- 
nhado de lymphangite. Se.a suppuracgio nao vem logo o 
serum pdde impedil-a; mas se apezar d’isso ella se faz, 0 
abeesso sara de prompto, uma vez aberto ; e o estado. geral’ 
mantem-se excellente. Nas infeecdes que seguem as grandes 
operacdées é preciso injectar grandes quantidades de serumn. 

O estreptococco éo germen que nos faz mais mal ; tam- 
bem o serum é 0 medicamento que mais damno lhe causa. 

— Pode haver snppuracio sem microbios? A. ques- 
tio tem sido muito controvertida ; uma escola diz: de- 
terminai uma irritagéo e tereis a suppuragio. Ontros,. 
com Straus 4 frente, sustentam que n&o ha suppuraciosem 
microbio. 

O que ha de positivo é que os resultados das inocula- 
cdes de materias destinadas a determinar a suppuragao va- 
riain Com as especies e com a regifio em que experimenta-se. 
Injectando-se mercurio esterilisado sob a pelle de um coé-. 
Iho n&o ha suppuracao. O mesmo mercurio injectado no 
olho do animal dara logar 4 formagio de puz. O mereu- 
riv injectado sob a pelle do cio produziré um abcesso ; ao 
passo que o cobayo fieard indenne. 

Os leucocytos que constituem o puztém affinidade para: 
certas substancias, emquanto que repellem outras; os mi- 
crobios secretam productos que attrahem os phagocytos : 0. 
facto estd demonstrado pela injeccéo d’esses productos, 
que attrahem os globulos brancos para o ponto inoculado, 


Emfim estas quest6es sé tém importancia sob 0 j-onto 
de vista doutrinal ; na pratica pdédde-se dizer que n&o ha 
suppuragao sem microbios, mas n&o se deve exagerar esta 
proposicao affirmando que n&o ha puz sem microbio, por- 
que os leucoeytos podem ser attrahidos pela materia antt- 
septica sem que os microbios ahi apparegain. 


FEBRE TYPHOIDE 


SUMMARIO.—Bacillo typhico: colorac¢io, iso- 
Jamento.—Caractéres das culturas sobre os 
diversos meios.— Cilios vibrateis.—Accio 
do bacillo sobre os animaes.—Infeceao ou 
intoxicacéio P— Veneno typhico.— Immu- 
nisacie dos animaes.— Serum dos animaes 
immunisados.—Papel da agua na propaga— 
cao da molestia.—Conservacao do bacillo no 
solo.—Outros modos de transmissfo da fe- 
bre typhoide. 


A febre typhoide mostra-se geralmente sob a forma 
de epidemias: o seu caracter infeccioso é patente; e por 
isso logo que a bacteriologia constituiu-se como sciencia 
procurou-se 0 microbio da febre typhoide. 

Os primeiros estudos forain feitos por Eberth, que 
depois de grandes e de numerosas pesquizas conseguio 
deseobrir o bacillo em 1879, quando ainda nao eram c¢o- 
nhecidos os methodos de coloragio de que dispomos hoje ; 
@ahi vem um maior relevo para esta importante desco- 
berta. 

Em 1854 Gaffky isolou os microbios, que apresenta- 
7am-se amontoados em um ponto qualquer dos cértes, cul- 
tivou-os e fez inoculagdes em animaes, 
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Hoje que possuimos bons methodos de coloracho, 
entre elles o de Nicolle, pela thionina (0 bacillo typhico nao 
toma 0 gram) a procura do microbio nao é menos traba- 
lhosa. As culturas feitas nas-bocetas de Petri apresen- 
tam-se ao microscopio sob 0 aspecto de pequenas manchas 
brancas, mesmo com um augmento mediocre. Quando os 
cértes tem sido coloridos, nota-se uma zona azul intenso ; 
no centro da qual distingue- “Se claramente o bacillo : esta 
disposicgao é caracteristica. 

‘Para isolar-se o bacillo dilue-se a polpa do orgao e 
seméa-se em gelatina sobre uma boceta de Petri. Logo 
depois apparecem pequenas manchas que vio se estenden- 
do, nunca, porém, liquefazendo 0 meio. As manchas tém 
os bordos adelgacados, circumstancia que produz uma no- 
tavel coloracio iriada. Com um augmento de 30 dianie- 
tros distinguem-se na superficie das manchas estrias e vém- 
Se os bordos serrilhados ou recortados; illuminadas de 
certo modo apresentam as manchas um aspecto especial 
dito de ilha de gele. Na profundeza da cultura divulgam- 
se tambem pequenas manchas pardacentas, opacas e lisas, 
que sao entretanto constituidas pelo mesmo bacillo.: 

Algumas vezes n&o se encontram os bacillos, quando 
se quer fazer uma cultura com um pouco da.polpa de um 
orgao ; do baco por exemplo ; basta, porém, guardar asub- 
stancia em tubos, e os microbios no tardam a proliferar, 
mesmo 4 temperatura ordinaria. 

Na gelatina as culturas nunca s&io muito abundantes e 
precisam de 48 a 60 horas para se desenvolver. Em gelose 
e com a temperatura um pouco elevada obtém-se culturas 
mais: vigosas e que comecam a ser visiveis quatro ou cinco 
horas depois de semeadas. 

O caldo ordinario levemente alcalinisado 6 turvado 
pelo microbio no fim de poucas horas, apparecendo dias 
depois um sedimento que deposita se no fundo do vaso de 
cultura. 

Ao microscopio veem-se corpos mais ou menos alonga- 
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dos segundo a idade das culturas; no comeco sio verda- 
dciros bastonetes de extremidades arredondadas, por fim 
attingem formas bacillares bem consideraveis. 

O methodo de coloragéo é0 da thionina. Em gotta 
suspensa © sem coloril-os nota-se que elles sto dotados de 
movimentos de rotacdo @ de adiantamento combinados 
(movimento de carrapéta) mais activos para os bordos li- 
vres da gotta; alids esses movimentos nao sao peculiares 
ao bacillo de Eberth ; outros microbios os possuem. O 
bacillo typhico é dotado de cilios vibrateis, bem visiveis 
quando as culturas s&o velhas. O miecrobio de pouca 
idade é muito pequeno, quasi um bacterium. Os cilios ou 
flagella sto em numero de 13 ou 14 e desta circumstancia 
tem se procurado tirar um earacter para differencar o mi- 
erobio da febre typhoide do colibacillo. 

Sobre batata, a 33 e a 37° 0 bacillo typhico d& uma 
cultura muito discreta ; apenas um traco humido que para 
ser percebido precisa ser examinado com muito cuidado. 
As eulturas velhas deixam-se colorir pelo processo j& indi- 
cado ; a0 passo que as novas n&o tomam a colorag&o: é& ja 
um elemento de diagnostico. No meio do corpo do bacillo 
fica sempre um espaco claro, phenomeno este que esta li- 
gado 4s condigdes de cultura, que quanto mais velha, 
maior numero de espagos claros apresenta. 

OSr Gatfky notando que os espé6ros nio tomam a colo- 
racgao pensou que nos espacos claros 6 que elles exis- 
tiam ; mas depois reflectiu que isso n&o podia ser porque 
a cultura morre a 58° de temperatura. Esses espacos sao 
devidos a deseccagao que soffrem os microbios quando 
faz-se a preparacao sobre laminulas ; por outro processo 
jd n&o se notam essas lacunas. Quanto aos espdros, até 
hoje nao foi possivel descobril-os no bacillo de Eberth, 
que vive bem tanto no ar, como na auzencia delle. 

Sendo 0 bacillo 0 agente infectuoso da febre typhoide 
deve-se 0 encontrar nos doentes d’esta molestia; de facto 
assiin @: procure-se-o no baco que seré encontrado. 
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Gaffky inoculou o microbio em animaes por varias 
vias e nao conseguio demonstrar a sua toxidade. Novas 
experiencias foram tentadas depois com melhor resultado. 
Os animaes menos resistenies sio os ratos. Com um virus 
mais activo, capaz de matar um c&o ou wm coélho, encon- 
tram-se as placas de Payer e os folliculos fechados entu- 
mecidos, e em todos os casos vé-se 0 bacillo nos orgios dos 
animaes. 


Procurou-se saber de que modo o micobrio mata;— 
seré. por intoxicagéo ou por uma infecgto: Freoenkel, 
Leitz, e outros acreditam na infecc&o ; emquanto que 
Pffeifer e Kitasato pensam que o bacillo age por intoxica- 
cao. Chantemesse e Widal observaram a pullulagio do 
microbio no corpo dos auimaes e tambem que as culturas 
esterilisadas matavam o rato; mas n’este ultimo caso 

eram precisas déses muito maiores do que quando ellas 
-continham.o bacillo. A verdade, portanto, esté entre as 
duas opiniées. : 

Aquelles experimentadores observaram que o bacillo 
generalisava-se: féra do ponto de inoculac&o elles encon- 
traram o microbio, que ainda era visto em um coélho morto 
no decimo quarto dia de molestia e no embryio: de uma 
femea de cobayo prenhe. 

As toxinas matam; para obtel-as activas é preciso 
exaltal-as ; eis aqui o processo seguido por Sanarelli: in- 
jecta-se sob a pelle de um ecoélho um pouco de cultura do 
bacillo typhico, e, como auxiliar da accio deste, dez ou 
doze centimetros cubicos de uma toxina qualquer: a do 
colibacillo, por exemplo. O ecoélho morre apresentando 
grande abundancia do bacillo de Eberth. Um segundo 
coélho é injectado com bacillos tomados ao que acabou de 
morrer, reforgando-se a injeccio com qtiatro ou seis ec. cu- 
bicos de toxina e assim suecessivamente ; na 30" passagem 
consegue-se um virus muito exaltado. ; 

Chantemesse e Widal conseguiram 0 mesmo resultado 
injectando o bacillo typhico juntamente com toxinas do es- 
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treptococes 2 injectando-se tim centimetro eubieo, ou um 
pouco mais essa cultura assim exaltada no peritoneo de 
um animal os seus effeitos sio muito mais energicos : 0 ani- 
mal morre em 24 horas, com as lesées intestinaes caracte- 
risticas da molestia. O bacillo typhico é pois toxico-in- 
fectuoso ; a sua toxina péde ser preparada esterilisando-se 
tuna cultura pelo calor e filtrando-a sobre velas Chamber- 
land. Esta toxina tem dado logar a muitos trabalhos im- 
portantes. Brieger retirou della uma ptomaina.—a typho- 
toxina ; mas nao é este o veneno da febre typhoide, cujas 
toxinas sao diastases. Alias o author emprehendeu ultima- 
mente novos estudos. 

Sanarelli estudou muito bem esta quest&o das toxinas 
da febre typhoide e conseguio-as muito activas ; elle injec- 
tava-as na proporgao de 1 para 100 do peso do animal, que 
morria em 24 horas. Logo depois da injeegao a teinpe- 
ratura cahe bruseamente em logar de subir, o abdomen 
torna-se doloroso e apresenta as lesdes caracteristicas, de- 
pois da morte do animal. Em todo o easo 14o é fora de 
proposito perguntar se esta toxina obtida por Sanarelli, de 
uma maceragao de microbios e depois de tantas manipula-: 
cous serdé mesmo a toxina da febre typhoide ? 

Conforme jai vimos € possivel exaltar-se a virulencia 
do bacillo typhico. Se injectarmos pequenas déses de 
eulturas virulentas e se formos graduando essa virulencia 
progressivamente para mais, Consiguiremos vaceinar oO ani- 
mal; mas esta vaccinacke € perigosa: o animal perde 
Inuito peso, a ponto de as vezes suceumbir 

Quando o animal tem recebido 15 ou 20 centimetros 
cubicos do liquido esta vaeccinado, e esta immunisagao o 
protege contra o bacillo vivo, mas de modo algum contra a 
intoxicagao ou veneno das toxinas. 

O serum dos animaes tratados por ayquella forma 
adquire propriedades preventivas ; injectado na dése de 
um centimetro eubieo em um cobayo, impede-o de morrer. 


Tambem parece gozar de poder curativo, porque injectado 
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em um animal doente, quando o abaixamento de tempera- 
tura nao tem ainda sobrevindo, os animaes melhoram con- 
sideravelmente. 

Pensou-se por esse motivo em utilisal-o no tratamento 
da dothinienteria, mas o numero de observagées colhidas 
até hoje é muito restricto e nio permitte ainda um juizo 
definitivo sobre o seu valor therapeutico, tratando-se de 
uma doenca muifas vezes curavel, como é a febre tiy- 
phoide. 

Ensaiou-se tambem no tratamento d’esta molestia a 
injeccao de culturas esterilisadas do bacillo pyocyanico ; 
logo depois da applicag&o observa-se tn violento calefrio 
que é seguido de abaixamento de temperatura, o que traz 
um grande bem estar para o doente. Em todo 0 caso é 
bom recommendar toda a prudencia n’esses ensaios. 

Como se adquire a febre typhoide?—Os typhoisantes 
tém uma diarrhéa que contém os bacillos: estes contami- 
nam a agua; experiencias recentes provam que elles vivem 
e proliferam weste meio. De outro lado as observagées 
clinicas contestes nao permittem por em duvida esse modo 
de contagio, isto é: pelas aguas polluidas pelas materias 
fecaes. 

Todavia é extremamente difficil procurar-se o bacillo 
nas dejeccdes. A sua similhanga com o bacterium coli.com- 
mune, NOS excrementos e nas culturas authorisam a duvi- 
dar-se do exactidao de pretendidcs resultados. O facto do 
bacillo de Eberth nio temer o acido phenico nio pdde ser- 
vir de ecaracter differencial, porque o colibacillo vive 
muito bem em uma soluc&o phenicada. <A. alta tempera- 
tura 6 necessaria ao cultivo de ambos os microbios e a reac- 
gio do indol ou chulera-roth 6 commum aos dous germens. 

Nao ha pois nenhum methodo differencial seguro; é 
preciso aguardar processos novos, posto que saibamos que 
0 bacillo typhico existe nas dejeccdes dos doentes e chega 
ao homem s&o por intermedio da agua. 

Em Pariz, sempre que a agua do Sena é ingerida sem 


ser previamente fervida, nos quarteis por exemplo, obser- 
vam-se epidemias de febre typhoide. 

Com os methodos actuaes é entretanto difficilimo 
por-se em evidencia o bacillo existente n’agua, apezar dos 
grandes progressos da bacteriologia. O bacillo conserva- 
se muito tempo na agua, resiste no gelo, assim como na 
terra, segundo as observacées de Grancher e Deschamps. 
Entretanto s&o as observagées clinicas que provam melhor 
esta resistencia do microbio, que ainda péde entrar na eco- 
nomia com os alimentos ingeridos. 

Alguns observadores querem ainda que elle nos venha 
por intermedio das poeiras atmospherieas. Conhecendo-se 
a sua etiologia mais geral—a agua—e sabendo-se que o ba- 
cillo morre a 58° ea 60°, facil é estabelecer-se com seguranca 
a prophylaxia da febre typhoide, o que ja satistaz 4 hy- 
giene. 

O serum antityphico tem uma propriedade notavel 
descoberta por Durham e¢ estudada mais tarde por Widal : 
—a propriedade aglutinante, que este baeteriologista encon- 
trou no sangue dos doentes de febre typhoide ; tirando 
partido deste facto elle estabeleceu um processo rapido e 
certo para diagnosticar a molestia, E’ 0 sero-diagnostico. 

A propriedade aglutinante torna-se evidente quando a 
uma cultura recente e pura do bacillo de Eberth, feita em 
caldo, junta-se um poneo de sero proveniente do sangue de 
um animal immunisado, ou de um individuo doente, ou 
mesmo curade da molestia; n’estas condicdes os microbios 
espalhados pelo caldo reunem-se em tulhas, aglutinam-se, 
formando grupos compactos onde o bacillo perde a mobi- 
lidade, mas contintia a viver. E’ nisto que consiste o 
phenomeno da aglutinacao. 

O sero-diagnostico taz-se recolhendo com as cautelas 
antisepticas algnmas gottas de sangue, extraido por simples 
picada da polpa do dedo de um febricitante suspeito, logo 
no 2: ou 3: dia de molestia, junta-se um poueo de cultura 
do hacillo puro feita em caldo e observa-se 0 que se passa. 
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Em 163 casos Widal e Sicard sé viram o sero-diagnostico 
falhar uma unica vez. O sangue pdde ser enviado em 
tubos de vidro para ser examinado a distancia, sem se al- 
terar, mesmo quando vai secco. O facto de n&o se obter a 
aglutinacgdo n&o exclue a hypothese de tratar-se de um caso 
de febre typhoide, constitue apenas uma probabilidade con- 
tra a existencia d’essa molestia. 


COLIBACILLO 


SUMMARIO.— Bacterium coli commune: sens 
caracteres. sua diffusio— Accio sobre os 
animaes.— Virulencia variavel.-—-A ceio so- 
bre o homem.—Toxina do bacterium coli.— 
Immunisacio dos animaes.—Serum.—Si- 
milhancgas entre o coli-bacillo e bacillo ty— 
phico.— Distinceao entre ambos os bacillos. 


Em 1884 Escherich retirou do intestine de um recem- 
nascido um microbio que lhe pareceu tratar-se do bacillo 
da febre typhoide. 

No féto n&io ha microbio, mas nas primeiras horas que 
seguem-se ao nascimento apparecem o fermento lactico eo 
bacterium eoli; este ent&io é muito abundante nos meninos 
que tém diarrhéa. Elle existe em grande quantidade no 
tubo intestinal do adulto e para obtel-o basta semear wm: 
diluigao dos excrementos ; mas querendo-se oO microbio 
puro, é necessario fazer a repicagem da cultura. 

O germen vive bem em gelatina dando pequenas colo- 
hias superficiaes, um pouco mais largas do que o bacillo 
typhoide, sem liqnefazer o meio. Semeado por picadas 
elle cresce melhor na superficie do que na profundeza. 
Em gelose cultiva se bem na temperatura ordinaria, dando 
tna camada mucosa, 
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Em caldo elle cresce em algumas horas. Examinando 
ao microscopio em gétta suspensa elle tem os mesmos Mo- 
vimentos que o bacillo typhieo. Em batata cultiva-se fa- 
cilmente apresentando uma cdr amarellada, que depois 
torna-se parda ; emquanto que o bacillo de Eberth da ape- 
nas um trago humido. Finalmente em gelose o bacillo | 
cultiva-se dando bolhas de gaz. an 

O coli-bacillo encontra-se por toda a parte: nas poei- 
ras atmosphericas, no ar, na aguae até nas fontes julga- 
das as mais puras. Inoculado sob a pelle de um cobayo ou 
de um coélho, quasi que n&o se obtem nenhum resultado ; 
injectado uo peritoneo geralmente 0 animal succumbe ea 
morte é muito rapida ; encoutra-se 0 microbio no sangue e 
nos org&ios do animal, queem vida apresenta-se com o 
ventre destendido e doloroso, tem diarrhéa, havendo um 
derramamento com deposito fibrinoso na cavidade abdomi- 
nal. As placas de Peyer ficam entumecidas € 0 bago aug- 
mentado de volume. Sea molestia prolonga-se apparecem 
suppuragées que conduzem 4 cachexia. 

A virulencia do bacterium coli varia com a origem do 
microbio : quasi inoffensivo quando provém de uma pessoa 
no estado de satide, elle torna-se perigoso quando extraido 
de uma dejecgio diarrheica ; n’estas condigées elle mata ra- 
pidamente os animaes: 6 0 que acontece no cholera nostras.- 
Retirado das suppuragées elle é igualmente virulento, so- 
bretudo tratando-se de uma suppuragao post-typhica. 

Gilbert observou que o bacillo injectado com certo 
gréo de virulencia exalta-se facilmente por passagens suc- 
cessivas, atravéz de vobayos. 

Depois de um ataque de cholera-nostras encontra-se 
no intestino do homem, grandes quantidades do coli-ba- 
cillo, com exclus&o, pode-se dizer, de qualquer outro mi- 
crobio, e por isso tem-se attribuido a esse germen aquella 
molestia. 

No homem elle péde causar ainda suppuracao e peri- 
tonites ; é principalmente nos casos de obstrucc&o intesti- 
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nal, nas hernias estrangrladas, que nota-se esse facto : 
acima do ponto estrangulado faz-se a estase sanguinea ; 0 B. 
coli passa atravéz das paredes intestinaes e invade o peri- 
toneo, onde causa as maiores desordens, por sua rapida e 
extraordinaria proliferacio. 

Tem-se encontrado o germen nas anginas, nos derra- 
mamentos da pleura, nas suppuragdes puerperaes, nas sup- 
puracées peritoneaes, ete; entretanto isso passa-se com me- 
nos frequencia do que sucecede com o streptococcus, que é 
muitas vezes 0 seu associado n’essas complicacées. 

O bacterium coli secreta toxinas como o bacillo ty- 
phico ; o modo de preparaga&o é 0 mesino para ambas estas 
toxinas, assim como os effeitos e symptomas por ellas cau- 
sados ; sOmente tratando-se do coli-bacillo as déses devem 
ser um pouco mais fortes. 

Tudo quanto se refere 4 immunisacgio dos animaes e 
suas consequencias prophylacticas e therapeuticas ja foi 
dito a proposito do bacillo typhico, que comporta-se a este 
respeito como o coli-bacillo, havendo as maiores anologias 
entre ambos os germens. 

Com effeito morphologicamente elies parecem-se de 
modo notavel ; ambos s&io curtos qnando novos ; as extre- 
midades arredondadas ; alongam-se quando envelhecem ; 
t¢m os mesmos movimentos ; tingem-se pelos mesmos rea- 
ctivos e ambos tém cilios vibrateis. 

Cultivados em caldo, gelatina ou gelose tém ambos os 
mesmos caracteres ; sémente os cilios vibrateis sto em me- 
nor numero no B. coli, nio excedendo de 6 a 8 ; emquanto 
que no outro podem chegar até 14, e assim mesmo é pre- 
ciso fazer culturas simultaneas dos dois germens para se 
tirar d’esta circumstancia alguin indicio. 

Em ealdo o coli-bacillo eresce mais depressa e com mais 
vico do que o outro. Sobre batata a differenca é um 
pouco mais accentuada: o B. coli dé manchas pardacentas, 
emquanto que o B. typhico desenvolve-se em cultura dis- 
creta, apenas apparente ; entretanto certas variedades do 
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B. coli apresentam esse aspecto e ent&o é preciso procnrar 
mais longe outros signaes de distincéio. Cultivado no 
leite o coli-bacillo coagula aquelle liquido ; o bacillo de 
Eberth, pelo contrario nenhuma alteracg&o lhe causa. 

Nos meios assnearados, principalmente com o assuear 
de leite, o B. coli desenvolve muita acidez, ao contrario do 
outro. Finalmente o coli-bacillo faz a glycerina fermen- 
tar, ao passo que o bacillo de Eberth nfZo produz aqnelle 
phenomeno. ; 

Estas propriedades podem ser demonstradas por meio 

-de um artificio. 

Preparam-se meios gelatinados e adogados com lactose, 
juntando-se tambem um pouco de tintura de tournesol ; 
logo que o B. coli desenvolve-se apparecem em roda @elle 
manchas vermelhas, devidas aos acidos secretados pelo 
microbio. Este facto n&o se observa com o bacillo typhico, 
que deixa ao tournesol a sua coloracio azul, apenas um 
pouco desbotada. 

Fazendo-se uma soluc&o de peptona.a 2 % em assuear 
e juntando-se ao mesmo tempo algumas géttas de nitrato 
de potassio a 0,02 % com um pouco de acido sulfurico 
diluido, no fim de 24 horas tem-se: como B. coli uma 
coloracio vermelha ; ecom o B. typhico nada de anormal. 
Eis ahi um exceliente signal de distinegao. = 

O coli-bacillo em presenga do assuecar dé acido lactico 
direito ; a0 passo que o typhico produz o acido lactico. cs- 
querdo. KE’ do conjuncto de todos estes signaes que se 
deve deduzir 0 diagnostico, e por isso o bacteriologista deve 
cerear-se de todas as cautelas afim de evitar um erro de 
apreciacao. 

.Pelo que vem de ser exposto comprehende-se a diffi- 
culdade de isolar 0 coli-bacillo das aguas. O emprego da 
formalina em solug&o a 1 para 5,000 mata o bacillo typhico, 
emquanto que B. coli péde ahi viver. ; 

Estas similhangas entre os dous germens tém leyado 
wiguns authores a attribuir-lhes uma origem commum e a 
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consideral-os apenas como variedades de uma mesma 
raga: @ manda a verdade que diga-se que esta theoria pa- 
rece mesmo encontrar apoio nas observacées clinicas. FE" 
fora de duvida que na auzencia de epidemias tem-se visto 
afebre typhoide apparecer em individuos isolados, vivendo 
em Jogares s&os; esses individuos esgotados pela fadiga 
offerecem pouca resistencia ao bacillo, que esta sempre pre- 
sente na economia. EH’ o que em clinica chama-se auto- 
typhisacao. 

Por outro lado consegue-se, por meio de culturas e 
artificios de laboratorios, fazer o B. coli apresentar todas 
as apparencias do bacillo de Eberth e vice-versa. Sdmente 
pode-se objectar que essas experiencias nao criam uma 
raga nova, Visto como as qualidades adquiridas nio se 
transmittem hereditariamente. 

O argumento mais solido em favor da differenciacao é 
que o B. coli encontra-se por toda a parte e em grande 
abundancia, € nem por isso a febre typhoide manifesta-se 
com a mesma frequencia; e todavia é notavel que uma 
agua contaminada pelo B. typhico nunea deixe de dar uma 
epidemia da molestia. 

Sanarelli chama a attengao para a differenga sensivel 
na maneira de agir das duas toxinas sobre os intestinos : 
a do B. typhico produz uma descamacao muito maior do 
que a outra. 

A questao nio foi definitivamente resolvida; mas 
como quer que seja o colibacillo affecta relagdes estreitas 
com a febre typhoide. 

Sanarelli tem a seguinte coucep¢ao original da moles- 
tia: para elle ha a principio uma molestia do intestino ; os 
microbios typhicos entram nas vias lymphaticas e secretam 
suas toxinas, que envenenando o organismo dao logar aos 
svymptomas da febre typhoide, produzindo a descamagao in- 
tensa do intestino, de todos conhecida. N’esse momento 
intervem o Bacterium coli causando por sua vez outras le- 


soes, desde que achou na descamacao e no liquido diarrheico 
ol 
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as condic6és favoraveis para proliferar. Mais tarde o or- 
ganisnid reage e entao o B. coli é pouco a pouco expellido 
do intéstino. | 

Objecta-se-Ihe que elle tolloca-se eni condigdes expe- 
rimettaes que estado longé Go que Se passa na pratica, e que 
diida assim ds stias éxpericicias nio reproduzeni os sym- 
ptomas da febre typhoide; a isto elle replica que no 
hoiiiem a cultura é leita e se faz pouco a pouco ; emquanto 
que nos animaes ella é rapida, podendo As vezes haver 
até a sideracio do orgdnismo. 


FEBRE RECURRENTE 


SUMMARIO-— Simptomas principaes.— Spiro- 
chete Obermeier:—-Caractéres Ueste micro- 
bio.— Auzencia de culturas.-—Coloracdo.— 
A) molesiia nos macacos.-—Inoculacio no 
homem.— Etiologia da febre recurrente.— 
Pathogenia da crise.—-Molestia dos gansos 


A febre recurrente appareceu pela primeiva vez na 
Inglaterra e na [rlanda, onde foi confundida com outras 
molestias, especialmente com a febre typhoide, da qual se 
distingue entretanto por sua marcha caracteristica. 

Come¢a por um calefrio violento : a temperatura sobe 
lentamente a 40 graéocs e meio e mantem-se nessa altura 
durante alguns dias, com ligeiras remissdes matinaes ; de- 
pois de uns quatro ou eineo dias a temperatura sobe ainda 
um poueo mais, para cahir bruscamente no grdo normal, 
onde se mantem durante outros quatro ou cineo dias. 
Findos estes vem um novo accesso em tudo similhante ao 
primeiro ; durante este tempo o estado geral do doente é 
satisfactorio e a molestia termina ordinariamente pela 
cura. Os aecessos podem ser em maior nunero. 

Ha doves musculares e hyperemia para o bago ; algu- 
Mas vezes Sobreveem abcessos nesta viscera, o que Coustitue 
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uma complicagéo em uma molestia geralmente benigna, 
tanto que s6 d& dois mortos em cem individuos atacados. 

Na Francga a molestia é quasi desconhecida, ao passo 
que na Irlanda e nos paizes slavos ella é frequente, bem 
como na Russia e nos Balkans. Em Pariz desconhecem-na 
os clinicos da actual gerag&o, pois os unicos casos que mo- 
dernamente poderam ser observados por poucos medicos da 
grande metropole, deram-se em uns amnamitas e sia- 
mezes durante a exposicao de 1889. 

AS primeiras experiencias e observagées feitas no-san- 
gue dos doentes de febre recurrente datam do anno de 1866 ; 
notou-se que certos grupos de globulos vermelhos apresen- 
tavam uma mobilidade original; via-se atravessarem o 
campo do microscopio especie de flechas ou filamentos, ar- 
rastando os globulos. 

Em_ 1873 Obermeier, chefe do Jaboratorio do profes- 
sor Virchow, em Berlim, durante uma epidemia de febre 
recurrente fez estudos sobre o sangue dos doentes e vio 
spirillos que elle n&o tinha ainda visto em outras molestias ; 
mais tarde esses corpusculos receberam 0 nome d’aquelle 
observador, e hoje sabe-se serem elles a causa da molestia, 
que é diagnosticada com seguran¢a sompre que 0 spirochete 
obermeieri é encontrado no sangue. 

Diversos methodos de coloragio tém sido propostos 
para evidenciar-se 0 spirillo de Obermeier ; 0 preferido 
geralmente 6 0 de Nikiforoff, que consiste em mergulhar 
os cértes durante 24 ou 48 horas, a frio, na seguinte solucao : 


Solugdo concentrada de azul de methlene.......... 10 volumes 
SE ROUNI, B DB os dis snsur sv nee cid mtn ahwwineman'n y eine’ 1 volume 
aisle WIGGLE: i ruin cerca tow ste erckians wenane 10 volumes 


Convem notar que os orgaos devem ser conservados 
de um modo especial : é preciso que elles tenham sido en- 
durecidos em bichromato de potassio a 5%, addicionado. 
de um volume igual de sublimado a 1%... Depois de uma 
demora de 24 horas n’essa mistura 0 org&o é lavado em di- 
versos banhos de alcool cada vez mais puro, fazendo-se 
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depois (isso a incluso. Este methode excellente para o 
spirilo, toinbem o & para imnuitos outros microbios delieados. 

O microbio da febre recurrente nao dé culturas + mus 
pode conservar-se vivo no sangue durante aleumas horas. 

Querendo-se observar a sua cvolucaio é preciso que o 
sangue seja proveniente de uma pessoa viva. O microbio 
tem sido encontrado no tubo digestivo das sanguesugas. 
que levam mezes para o digerir. 

Na India oriental, onde a molestia é frequente. ten- 
fou-se inocular o germen en macacos, Conseguindo-se tina 
febre recurrente experimental, que differe da do homem, 
porque sé dé um accesso, o qual nao éseguido de recahida,. 
No fim de 8ou4 dias de incubagio, 6 animal torna-se triste 
e de repente é accommettido de um aceesso febril que dura 
quatro dias ; a temperatura mantem-se elevada, voltando 
depois ao estado normal. 

HY’ sabido que os corpos extranhos—microbios ou ou- 
tros—nao se mantém no sangue: vao para o bago ou para 
0 parenchyma dos orgaos. 

Nos primeiros dias os spirillos sito vistos ao lado dos 
globos brancos, que paralysades de alguina sorte, s&o iinea- 
pazes de os digerir: esse periodo de inactividade dos leu- 
cooylas corresponde ao comeco da molestia. Dias depois 
os microbios desapparecem quasi completamente. Quando 
a temperatura torna a elevar-se para vira erise final na&o 
se encontram mais os microbios, 

Autopsiando-se o macaco ve-se que o spirillo n&o existe 
mais no sangue, © sim no baco, que tem passado por al- 
teracgées particulares. Os miercbios localisam-se em focos 
esbranquicados simulando os corpos de Malpighi: esses 
focos tém sido com muita lmpropricdade denominados 
dymphomas»; de facto elles naio sho formados por cellutas 
lymphoides ; jas sito positivainente constituidos pelo aceu- 
mulo de leucocytas 3 estes contém entao os spirillos, que 
inoeculados reproduzem a molestia. 

Em curto espacgo de tempo os microbios desapparecem 
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no interior do protoplasma das cellulas braneas, que exa- 
minadas no comeco dessa reabsorpeao permittem ainda a 
coloragao dos germens ; 0 phenomeno vai tornando-se cada 
vez mais difficil, até que n&o é mais possivei evidenciar-se 
o microbio. (Metchnikoff. ) 

No homem as cousas passam-se do mesmo modo, ex- 
plicando-se a recurrencia dos accessos pelas novas geragées 
do nicro-organismo. O baco é mesmo o org&o de defeza 
da economia, e em cujo tecido os microbios emmaranham-se 

‘e desapparecem ; fazendo-se a ablagio da viscera em wn 
macaco, quando o animal restabelece-se completamente da 
operacao, si o inocularmos com um pouco de sangue car- 
regado do germen, vé-se que 0 macaco vai dia a dia sendo 
invadido pelos spirillos, que, nao sendo mais detidos pelo 
bago, pullulam extraordinariamente, dando uma molestia 
mortal. 

Pelas inoculagées feitas 10 homem sabe-se que a febre 
recurrente é 0 typo das molestias contagiosas. O contagio 
natural faz-se nos albergues nocturnos 4 maior parte das 
vezes ; e SAO Seus agentes as puigas e OS persevejos : esses 
repellentes inseetos picam um doente da molestia e de- 
pois dirigindo-se 4 um homem sadio inoculam verdadeira- 
mente o spirillo como no contagio experimental, que nunca 
falha de homem a homem. 


A febre recurrente foi por muito tempo enecarada como 
uin typho de fadiga e de miseria, porque era nos meios 
miseraveis ¢ immundos que reinava a molestia de preferen- 
cia; mas 6 jiistamente n’essas condigées que os percevejos 
medram. 

Na Russia observou-se uma molestia muito similhan- 
te a febre recurrente, na qual n&io encontraram-se micro- 
bios. 


O Sr. Sachatoff estudando o paludismo nas aves con- 
cluio que ellas o experimentam do mesmo modo que o ho- 
mem. No curso de suas experiencias elle encontrou nos 
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gansos espirillos muito analogos aos de Obermeieri aos quaes 
denominon spirilium ausering ; somente no gansoa molestia 
em vez de benigna, 6 muito grave; a temperatura normal 
(Maguella ave é de 42°; coma molestia attinge a 45° ; mas 
a queda faz-se tambem por crise. 


PALUDISMO 


SUMMARIiO— As manifestacdcs malaricas sio 
devidas a um parasita.—Trabalhos anterio- 
res i descoberta do hematozoario.—em 1878 
~~ Pleomorphismo do parasita.— Diver- 
sos aspectos do microbio.—Sua evolucio.— 


Inoculacdes.— Procura do germen.— Co- 
loracio.— Hematozoario dos animaes. 


Datam de 1866 0s primeiros estudos sobre a origem 
parasitaria do puladismo. 

Niaquelle anno Salisbury, medico americano, empre- 
henden una serie de estudos e annuncion que oagente das 
manifestagdes palustres era um ser vegetal do genero pal- 
mella, que elle encontrara no ar dos pantanos do Mississipi. 

Mais tarde, Klebs va AVemanha e Tommasi Crudeli 
em 1879. na Italia, descreveram um microbio a que cha- 
maram bacillus malarie, que elles isolaram do solo, do are 
das lamas do Agro romano, terra classica da malaria na 
Italia, e que, segundo aquelles authores, inoculado em ani- 
maes, communicava-lhes a febre intermittente. 

No anno de 1878, Laveran, 0 conhecido medico do exer- 
ecito. traneez, author de tantos trabalhos notaveis, ence- 
tou uma serie de estudos na Argeria, os quaes deram em 
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resultado a descoberta de um esporozoario no sangue dos 
individuos datacados de febre intermittente, ou de outras 
formas da malaria. 

Esta descoberta foi geralmente impugnada e com 
grande animosidade. O anthor, firmemente convencido 
do seu achado, n&io cedia uma linha e respondia As criti- 
“as apresentando novos factos comprobatorios dos seus 
primeiros estudos, publieados nos annos de 89, 90 e 91 em 
revistas e finalmente no tratado volumoso que tem por ti- 
tulo Du Puludisme et son hématozoaire. 

Desarmados diante da evidencia dos factos cessaram 
os ataques e hoje todos os bacteriologistas reconhecem o 
hematozoario de Laveran como o agente pathogenico do 
paludismo. 

O laverania hematobia, como hoje tambem é conhecido 
aquelle parasita pertencente « classe dos esporozoarios é 
um organismo pleomorpho que se apresenta, segundo a 
deseripgao do author confirmada por outros, sob as 
quatro formas seguintes : 

1: Corpos esphericos, forma que observa-se com mais 
frequencia : Laveran encontrou-a sé 266 vezes em 420 
exames ; e associada a outras 123. Esses elementos que 
medem de 1 a 6 millesimos de millimetros sao aui- 
mados de movimentos amiboides ; Vahi tambem o nome 
que tambem lhes dao de corpos amiboides. Elles sto com- 
postos de uma substancia hyalina, translucida e apresen- 
tam-se sob 9 aspecto de pequenas manchas ¢laras colladas 
208° globos vermelhos, ou isolados no soro; cada hematia 
pode conter mais de um d’esses corpusculos claros 3 por 
sua vez estes contém um ou mais pontos de pigmento ne- 
gro, pontos que augmentam em numero 4 medida que o 
parasita eresee. 

2° Flagella : dos bordos dos corpos esphericos partem 4s 
vezes flagella ou filamentos, que se agitam com rapidez e 
transmnittem aos globulos visinhos movimentos diversos. 
Kisses filamentos s&o muito maiores do que as hema- 


tias, mas stv fio delgados e ¢ tal a sna transparencia, que 
nao & possivel distinguil-os, quando em reposo. Cad: 
corpo espherico pode apresentar de 1a + flagella agrupados 
symetricamente, ou nao. Algumas vezes destaca-se win fla- 
gellum, que passa a fluctuar livremente no serum. Na 
opiniao de Gelgi—o grande histologista italiano, os corpos 
flagellados sao frequentes na forma quart&; ao passo que 
sao raros na forma ter¢ga da febre intermittente 

3°— Corpo em crescente: esta forma é sobretudo encon- 
trada no sangue dos individuos Jongamente impaludados, 
nos cacheticos. Sao igualmente translucidos, contendo um 
grupo de manchas de pigimento accumuladas no centro do 
erescente ; este fluctua no serum, ou solda-se aos globos 
vermelhos. 

4°— Rosacea ou margavida & uma forma que tambem 
affecta o hematozoario de Laveran ; pensam muitos bacte- 
riologistas que esta forma é 0 ubice modo de reproduc¢io 
do parasita. Rarai nos estados chronicos, encontra-se a 
rosaced CoM ais frequeneia Nos primeivos accessos de febre ; 
mas nem sempre as margaridas sho encontradas no sangue 
e somente no bago ou no figado. 

Certos corpos esphericos comegam a apresentar nos 
bordos uma especie de dentes; € o primeijro grio da 
seginentac&io. Em seguida as reintrancias tornam-se mais 
profundas e esta formada a rosacea. Por fim destavam-se 
os fragmentos, fornecendo pequenas espheras livres nio 
contendo pigmento, porque este sé apparece nas formas 
adultas. As margaridas podem apresentar um numero va- 
riavel de segmentos, acompanhando cada forma com mais 
ou menos frequencia tal ou tal forma da febre intermittente, 
na opiniao de alguns authores italianos, como Golgi, Cana- 
lis, Grasse, Feletti e outros. Leveran, porem, nao partilha 
(este modo de ver, affirmando que sitio phases da evolugio 
¢ nunea variedades do mesmoparasita. 

Nunea se conseguio cultivar artificialinente o esporo- 
yonrio de Laveran. Elle tem sido inoculado de homem a 
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homem por experimentadores italianos (Marchiafava, Ma- 
riotti, Celli e Ciarocchi) e pelo proprio Laveran, que acon- 
selha a injecc&o intravenosa do sangue de um paludico ; 
no fim de oito dias apparece o parasita no sangue e mnani- 
festam-se os primeiros symptomas do paludismo agudo. 

E no comego dos accessos, ou um pouco antes, que deve 
ser procurado o parasita no sangue dos doentes. Nos ca- 
cheticos elle é visto naquelle liquido, no intervallo dos 
accessos ; entretanto na apyrexia, ou quando o doente tem 
sido medicado com os saes de quinina, a regra 6 n&o se en- 
contrar 0 hematozoario no sangue da peripheria. 

Depois de lavar a m&0 com sab&o pica-se a polpa do 
dédo com um alfinete e recolhe-se a gotta de sangueem una 
amina, que serd immediatamente coberta por uma lami. 
nula bem limpa; é bom fazer uma ligeira press&o sobre 
esta para que 0 sangue espalhe-se em camada delgada sobre 
o porta-objecto. Levando-se ao micros copio divulga-se bem 
tudo quanto ficou descripto mais atraz, relativamente a 
morphologia do parasita, independente de qualquer pro- 
cesso de colorac&o. 

Querendo-se, porém, coloril-o ha diversos processos 
dando bom resultado, como sejam o azul de methylene, o 
violeta de genciana, 0 violeta de dhalia e a hematoxilina 
de Boehmer. Entretanto o exame das preparacées a fresco 
é muito mais util e instructivo do que quando ellas sao co- 
loridas. 

Muitos animaes, especialmente os pombose as aves em 
geral, apresentam no sangue hamatozoarios muito similhan- 
tes ao do paludismo, cuja identidade com aquelles 6 affir- 
mada por muitos observadores. Luaveran, porém, nega o 
facto baseado em estudos aprofundados que sobre 0 as- 
sumpto tem feito, allegando differengas entre os dois 
parasitas, tanto morphologicas como biologicas. Esta ma- 
neira de ver tambem é a de muitos outros bacteriologistas. 


CHOLERA E VIBRIAO (“) 


SUMMARIO — Investigacoes de Koch.--Ba- 
cillo virgula no intestino.— Coloracéio.— 
Valor dignostico do vibrido.—Isolamento. 
Racas do microbio.—Culturas.— Reaccio 
indol-nitrosa. — O bacillo no homem e 
nos animaes.-—Formas de involucio.—Pe 
ritonite cholerica.— Phenomeno de Pfei- 
ffer.— Esporos.— Cilios.— Espirillos.— 
Vaccinagio contra o cholera.— Toxinas 
cholericas.— Hypothese sobre a epidemio- 
logia do cholera. 


A microbia do cholera é certamente um dos capitulos 
mais ecomplicados e mais difficeis de toda a historia natural 
dos germens pathogenicos. 

Durante muito tempo a sciencia contentou-se em 
observar os phenomenos que se passam vo homem doente, 
ou morto de cholera, sem poder recorrer d experimentagao 
sobre animaes, alids indispensavel 4 solucio de tantos pro- 
blemas importantes. 

(*) O estudo do assumpto deste capitulo pertence ao professor 
Metchnikoff, e a sua redaccdéo actual reproduz textualmente a forma 
que lhe den o prelector. quando fez a sua magistral licfo no curso de 
bacteriologia do «Instituto Pasteur, em 1895-96. 
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O comego de nossos conhecimentos sobre a microbia 
do cholera asiatico data da memoravel expedic&o de Koch 
e alguns de seus discipulos em 1883. A commiss&o dirigiu- 
se primeiramente ao Egypto, onde em breve faltaram os 
materiaes de estudo, pela terminagio da epidemia que entao 
reinara alli. Koch e seus auxiliares seguiram para o 
Hindostio e 14 conseguio elle, gragas 4 applicactio de seus 
methodos que depois ficaram classicos, descobrir 0 micro- 
bio do cholera. O exame minucioso das dejecgdes, 
do contetido intestinal e dos cortes histologicos do 
intestino de cholericos mostraram a presenga constante de 
uma bacteria particular, que elle designou pelo nome de 
bacillo virgula. 


Mais tarde verificou-se que este microbio era mais 
um vibriao ou um espirillo do que mesmo um bacillo ; en- 
tretanto tem-se conservado 0 nome eseolhido por Koch; e 
em linguagem corrente de bacteriologia tanto faz dizer-se 
bacillo virgula, como vibrido cholerico, visto as duas expres- 
sdes .significarem a mesma cousa. Por sua forma encur- 
vada o vibriéo cholerico apresenta a maior similhanga com 
os vibrides que encontram-se em grande quantidade e 
constantemente na cavidade buccal do homem sadio ; mas 
a0 passo que os vibrides dentarios n&o se desenvolvem em 
nenhuim dos meios de cultura empregados nos laboratorios, 
0 vibrifio cholerico prolifera em qualquer meio. Elle dé 
uma cultura das mais caracteristicas em gelatina, onde 
produz pequenas colonias de bordos irregulares sobre toda 
a superficie da massa. No comego as colonias n&o lique- 
fazem a gelatina; mas chegadas a um certo grdéo de des- 
envolvimento ellas cercam-se de uma zona clara de gelatina 
liquefeita; 6. ent&o que apparecem no liquido pequenos 
funis, cuja grande abertura acha-se voltada para asuperfi- 
cie ; emquanto que a parte opposta, encerrando os vibrides, 
penetra nas camadas mais profundas. A’ medida que as 
colonias crescem, destacam-se da massa central pequenos 
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eruinos que espalham se pelo ealix ou funil formada pela 
gelatina,. 

Semeando-se o contetido intestinal ou particulas das 
dejeccées humanas sobre placas de gelatina, encontram-se 
estas colonias que acabamos de deserever ; examinadas ao 
microscopio nota-se que cllas s&o compostas de vibrides 
muito moveis. Quando Koch fez a sua notavel desecoberta 
declarou que o bacillo virgula acha-se constantemente nos 
casos de cholera verdadeiro, e que no homem sao e nos do- 
entes de outras molestias nao é elle encontrado. 

A epidemia de Toulon em 1884 forneceu a Koch ea 
civersos bacteriologistas francezes uma opportunidade de 
verificarem a deseoberta do bacillo virgula, que-de facto 
foi eneontrado na immensa maioria dos casos observados. 
Depois, em varios pontos do globo, confirmou-se 0 mesmo 
facto; e quando n&o se podia encontrar o microbio, acre- 
ditava-se na intervengao de qualquer causa accidental em- 
baragando a demonstracio, como fossem, por exemplo, um 
exame tardio, ou uma teehnica imperfeita. Tambem 
quando em 1893 esta foi aperfeigoada com a introduegao da 
agua peptonisada, addicionada de 2% de gelatina, os casos 
de cholera sem vibri&o tornaram-se cada vez mais raros. 

Este aperfeigoamento t&o util ao estudo do cholera 
trouxe uma complicacio muito grave: gragas ao emprego 
de um meio de cultura tao favoravel aos vibrides, desco- 
briu-se uma serie de microbios analogos, 0 que torna em 
certos easos difficilimo o diagnostico do bacillo virgula. 
JA anteriormente conheciam-se vibrides muito parecidos 
com o do cholera asiatico, como o de Finkler e Prior (vi- 
brio proteus), 0 de Deneke, e especialmente o de Gamaleia 
(vibrio metchnikow?) ; mas essa analogia nao trazia grandes 
difficnldades para o diagnostico differencial porque dos tres, 
o de Finkler e Prior era o unieo que encontrava-se no ho- 
mem sho, ou nos casos de cholera-nostras ; mas dintinguia- 
se do bacillo virgula pela liquefacgao muite mais intensa 
da gelatina, pelas colonias de eontornos arredondados e 
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mais outros caractéres. O vibriiéo de Deneke sé tinha 
sido encontrado no queijo, eo de Gamaleia, o mais parecido 
com o do cholera, era exclusivo de uma epizootia das 
aves. 

A difficuldade de reconhecer o vibriio do cholera tor- 
nou-se, porém, enorme quando louve necessidade de 
demonstrar-se a sua presen¢a nas aguas: <A applicacio da 
agua peptonisada no exame das aguas de varias proceden- 
cias levou a descobrir-se 0 bacillo em um grande numero 
de casos, onde n&o se podia de maneira alguma suspeitar 
da existencia de germens cholericos. Este facto despertou 
a attencio dos bacteriologistas, que comecaram a n&o ter 
mais confianga na distinec&o entre aquelles vibriées e o 
do cholera. 


Depois de muita hesitac&éio e de debates prolongados 
chegou-se 4 conclusio de que o vibriao do cholera é um 
microbio que varia notavelmente em-’seus caractéres. A 
principio suppunha-se que as dimensées, a mobilidade e a 
liquefaccao da gelatina eram signaes constantes que carac- 
terisavam.o bacillo virgula ; mas teve-se logo de renunciar 
a essa seguranca de diagnostico, porque esses caracteré- 
res mudavam, segundo uma multid&io de circumstancias. 
O bacillo virgula movel pdéde ser transformado em uma 
raca immovel; assim como as formas grossaS do vibriiio 
podem se tornar tenuissimas e constantes, por transmiss&o_ 
hereditaria. . . 


Em presen¢a d’esses factos os bacteriologistas ficaram 
perplexos, e maior foi a duvida quando em 1892 reappare- 
ceu-o cholera ba Europa, sem que se podesse explicar essa 
brusea invasao. Recomegaram com ardor as investigagées, . 
mas a0 passo que anteriormente sé encontrava-se o. bacillo 
em casos de cholera confirmado, na occasiao a que nos re- 
ferimos foi elle encontrado nas dejecedées de individuos 
sios (Rumpel), e nas aguas de fontes muito diversas 
(Frenkel, Lubarsch,* Blachstein, Sanarelli, etc.). Este 
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ultimo descobrio 6 microbio no intestino de animaes de 
laboratorio. 

Afim de evitar confus&o, que n&o tardou a apparecer 
com similhante estado de cousas, Koch propoz em 1893 
modificar o diagnostico do vibriao cholerico. Ao lado dos 
‘aracteres morphologicos, ecuja instabilidade nao offerecia 
muitasS garantias, elle indicava certas propriedades funecio- 
naes. Sabia se desde alguns annos que as culturas do ba- 
eillo virgula davam com certos acidos uma colorac&o rosea 
(Peehl, Bujwid, Durham). Segundo as pesquizas de Sal- 
kowsky esta reaccao é devida 4 reduecgaio dos nitritos conti- 
dos nos meios de cultura em nitratos pelos vibrides, em 
presenca do indol pertumado. A iniportancia da reaccao 
rosea ou indol-nitrosa diminue quando tem logar em cultu- 
raS sobre caldo ou gelatina, e sé péde ser bem apreciada 
recorrendo-se & agua peptonisada: Westas condigdes a 
reaegao rosea faz-se com tal constancia que Koch a. re- 
commendou como essencial ao diagnostico. Um segundo 
earacter funecional tido como elemento indispensayvel de 
diagnostico pelo celebre bacteriologista era a virulencia do 
microbio para o cobayo, pois desde a descoberta do bacillo 
tem sido elle inoculado em animaes, e 6 proprio Koch eon- 
seguio matar cobayos pela ingest&ao ; mas isso em condic- 
cdes muito artificiaes, como a ligadura do canal coledoco, 
introduccio de alealis uo estomago, envenenamento com 
aleool e opio, para que se podesse tirar conelusdes. 

Estavam as ecousas este pé quando foi reeebida com 
verdadeira alegria a noticia dt descoberta de Hueppe e R. 
Pfeiffer, que injectando o vibri&o cholerico no peritoneo dos 
cobayos determinaram n’esses animaesinhos uma molestia 
aguda, acompanhada de hypothermia consideravel e ma- 
tando na grande maioria dos casos. Posto que esta molestia 
apresente poucas analogias com o verdadeiro cholera in- 
testinal, todavia serveria de indice da virulencia do bacillo 
e conseguintemente de signal diagnostico do mesmo. Em 


maio de 1893 Koeh estabelecia os seguintes conceitos 
au 
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«O verdadeiro microbio especifico do cholera distin- 
gue-se por sta forma curva e crescimento typico sobre 
placas de gelatina. 

«O bacillo deve dar a reaccg&o indol-nitrosa ; injeetado 
na dose de um inilligramma e meio de cultura fresca sobre 
agar elle deve produzir una peritonite mortal nos cabayos 
pesando de 3090 a 350 grammas». 

Armados Westa nova formula os bacteriologistas po- 
seram-se & procura do vibriio do cholera em todas as 
condigédes. As contradicgdses tornaram-se tio frequentes 
que mesmo uo Instituo de Koch, em Berlim, abandonou-se 
a nova doutrina. 

Muito antes da publicagio mencionada sabia-se bem 
que a reaccgao rosea era commum tanto ao bacillo virgula 
como ao vibri&o de Gamaleia, que entretanto nenhuma re- 
lagio. tem com 9 cholera humano. Quanto 4 virulencia, a 
instabilidade Qesse caracter é tho grande que ninguem se 
animava a consideral-o typico para o diagnostico do ba- 
cillo; mesmo porque experiencias irrecusaveis. vieram pos- 
teriormente provar a sua falibilidade nos cobayos. A con- 
clusio que se impunha diante @ estes factos era que muitas 
vezes € impossivel estabelecer uma distince&o nitida entre 
o vibriAo cholerico e seus congeueres. 

Como: certas medidas praticadas contra a expansio do 
cholera eram precisamente baseadas no diagnostico exacto 
dos primeiros casos da molestia, assim como na presenca 
do bacillo virgula nas aguas, gravissimos eram os. in- 
‘convenientes que decorriam @aquella ineerteza de opinides, 

Muitos sabios tendo, por outro lado, descoberto vi- 
brides que liquefazem a gelatina de modo typico, dando 
a reaccao rosea e accusando virulencia no peritoneo do 
cobayo, recusaram pronunciar-se sobre a natureza cho- 
lerica ou nio, das bacterias questionadas (Dunbar). 

Nao obstante econtinnavam os estudos serios para en- 
contrar-se um caracter constante que servisse de cri- 
terio ao diagnostico do bacillo. Aprofundou-se o conheci- 
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mento das propriedades chimicas dos vibridées ; estudou-se 
0 acido lactico que esses germeus fabricam com a lactose e 
chegou-se 4 conclusao de que os vibrides os mais diversos 
por sua morphologia, o de Gamaleia, o de Finkler e Prior 
e outros d&o todos elles, como o do cholera, em todas as con- 
digdes estudadas o acido lactico desviando 0 plano de po- 
larisac&o 4 esquerda (Kauprianow). Tambem verificou-se 
ser a mesma para todos aquelles microbios a energia de 
decomposicao do assucar, traduzindo-se pela produccio de 
acicdo. 

Todavia si na ordem chimica as investigagdes no 
davam resultados animadores, restava o campo biologico 
para onde voltaram-se todos ; e logo pensou-se que o estudo 
das propriedades vaccinantes poderia dar resultados mais 
precisos. 

Ficou estabeleeido por Vinzeuzi e outros que as injec- 
cées de quantidades n&io mortaes do bacillo virgula—vivo 
ou morto — preservavati os cobayos contra a peritonite 
cholerica ; a vaccinacaio desses roedores tinha-se toruado 
cousa facilima ; mas logo que tentou-se applicar esses re- 
sultados para earacterisar o bacillo, teve-se que recuar. 

Klein, de Londres, foio primeiro a mostrar que para 
raccinar-se animaes n&io havia necessidade do vibri&o cho- 
lerico : injecedes de diversas outras bacterias bastam para 
garantir a immunidade dos cobayos contra a peritonite 
provoeada pelo bacillo virgula. Esta deseoberta foi logo 
confirmada e, o que é mais interessante, foi estendida a 
outras substancias de origem n&o microbiana. — [ssaeff, em 
um trabalho feito no laboratorio de Pfeiffer, uo Instituto 
de Koch, verifieou este facto importante : que as injee- 
cées previas de caldo nutritivo ordinario, ou mesmo da solu- 
cio physiologica de chlorureto de sodio, preservam muito 
bem os cobayos. A ideia de uma accao vaccinante especifica 
parecia, pois, excluida de modo definitivo. Entretanto 
Pfeiffer e Issaeff chegaram a resultados inteiramente con- 
Irarios a esse modo de ver: segundo esses authores a in- 
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fluencia preservadora de differentes liquidos nio microbia- 
nos, ou de productos provenientes de bacterias outras que 
nao o bacillo virgula é ephemera ; s6 dura alguns dias. 

Querendo-se immunisar os cobayos por uni periodo de 
semanas ou de mezes é indispensavel injectar-lhes produc- 
tos microbianos ; isto 6: productos do microbio contra o 
qual é dirigida a vaccina. A acg&o especifica de uma bac- 
teria se manifestaria n’este caso, n&o por uma virulencia 
mais ou menos fixa, mas sim por uma propriedade vacci- 
nante prolongada e duravel. Este modo de ver permitte 
aos citados authores affirmarem que todo vibriao suspeito 
é o bacillo virgula, si esse vibriao fOr capaz de preservar 
os cobayos por muitas semanas, contra um vibri&o notoria- 
mente cholerico ; isto é: proveniente de um caso authen- 
tico de cholera asiatico reinando epidemicaimente. 

Wesbrook confirma por experiencias estas conclusées, 
que foram por outro Jado contrariadas por Max Gruber, 
bacteriologista muito habil. Depois de ter vaccinado 
muito bem uma serie de cobayos com bacteriaS de varias 
procedencias (bacillus coli, vibrio danubicus, vibrio massaouah, 
vibrio versailhis) Gluber experimentou, vinte dias depois da 
ultima injecgio vaccinal, um vibri&o cholerico verdadeiro ; 
todos os animaes resistiram bem 4 dose mortal do virus 
cholerico, que matou os animaes testemunhas. Bonhoff 
obteve tambem resultados analogos, porém menos con- 
stantes. 

O periodo de tempo indicado por Pfeiffer e Issaeff 
como limite da acgio especifica vaccinante nio péde, pois, 
ser acceito. Deve-se admittir que um microbio dado vac- 
cine melhor contra sua propria accio pathogenica do que 
qualquer ontra, mas n&o se deve ir além d’essa noc¢&o geral ; 
querer, porém, tirar della coneclusées para o diagnostico 
no terreno da pratica, 6 com certeza pouco scientifico. 

Os mesmos authores proposeram ainda uma modifica- 
cio do seu methodo : segundo elles o serum dos animaes 
vaccinados apresenta uma accao incontestavel e por conse- 
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quencia pdéde servir para fixar o diagnostico. Dunbar 
confirma estes resultados ; mas Sanarelli, entre outros, 
achou que 0 serum dos cobayos vaccinados contra o vibri&o 
de Gamaleia eo serum dos coélhos vaccinados contra o 
bacillo typhico, preservavam Cobayos novos contra doses 
mortaes do virus cholerico authentico. 

Estes resultados concordam mais com a regra estabe- 
lecida pelo Dr. Roux sobre a acgao dos séros—-que, diz elle. 
que apezar da accio especifica de alguns d’elles, existe um 
grande numero de casos em que o serum dos animes vac- 
cinados contra uma determinada molestia preserva tanibeimn 
outros animaes contra uma molestia differente. FE’? assim 
que o serum antitetanico, potente contra a diphteria, ¢ 
efficaz contra o veneno das cobras. Um outro excmplo é 
fornecido pelo serum dos animaes que tém recebido gran. 
des déses do virus rabico : este serum, impotente contra a 
raiva, vaccina muito bem contra o veneno ophidico, como 
tem sido verifieado tantas por Calmette. 

Nas suas objeccdes contra a regra formulada pelo 
Dr Roux assignala Pfeiffer um engano que elle suppée ter 
sido commettido por aquelle eminente exprimentador. Se- 
gundo o professor Roux o serum dos animaes vaccinados 
contra a diphteria torna os coélhos mais resistentes A accao 
da dbrina—o principio toxico contido no jequerity, que sob 
tantos pontos de vista approxima-se dos venenos microbia- 
nos. Pfeiffer negando o facto apoia- se cm experiencias 
ineditas de Ehlich ; ora, este ultimo observador mostrou o 
seu caderno de experiencias ao professor Metehnikoff, onde 
este verificou que aS experiencias tinham sido feitas sobre 
cobayos e nao sobre coélhos, animaes sobre os quaes operou oO 
Dr. Roux. N&o ha portanto contradicecao alguma entre os 
resultados obtidos pelos dois notaveis experimentadores. 

Proseguindo em seus estudos sobre a acgio especifica 
dos soros R. Pfeiffer desecobriu um phenomeno que Ihe 
serve de base para o diagnostico seguro do vibri&o chole- 
rico: referimo-nos ao curioso phenomeno da destruigao 
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dos vibrides 11a cavidade peritoneal dos cobayos. O «phe- 
nomeno de Pfeiffer» como propde o professor Metchnikoff 
que se denomine, consiste no seguinte : injectando-se no 
peritoneo de um cobayo uma dose mortal de vibrides pa- 
thogenicos misturada com uma dose immunisainte de serum 
de um animal bem vaccinado contra o mesmo microbio, os 
vibrides ficam desde de logo immoveis e transformam-se 
depois de um tempo muito curto (30 minutos) em peque- 
nos corpos esphericos similhantes a coccos. Esta transfor- 
macho, que se Opera fora dos leucocytas, termina pela morte. 
e pelo desapparecimento completo dos vibrides. 

Si tomarmos uma mistura de duas especies microbia- 
nas—a do vibriéo cholerico e outra de um vibrifo analogo, 
conhecido por vibriao de Nordbafen—- e si introduzirmos 
essa mistura no peritoneo do cobayo com um pouco de 
serum de um animal vaccinado contra o primeiro, é este 
sdmente que soffre a transformac&o em espheras ; einqnanto | 
que ode Nordhafen conserva-se vivo e acabarda matando o 
animal. Si, porém, a mistura injectada for feita com serum 
de animal vaccinado contra o vibri&o de Nordhafen, este 
ultimo 6 que experimentard o phenomeno de Pfeiffer, 
ficando o outro indenine. 

Muitos vibrides provenientes de casos de cholera epi- 
demico reinando na Allemanha, Franga, India, Turquia, 
ete. dio nas condicées indiecadas o phenomeno da des- 
truigao extra-cellular. Certos vibrides das aguas d&o 
igualmente o phenomeno de Pfeiffer com o serum anti-cho- 
lerico ; mas esses vibrides s&o raros e 86 se encontram no 
curso de epidemias cholericas. Outros vibrides das aguas, 
que desenvolvem-se em gelatina, como o bacillo virgula e 
que como dao a reacg&o rosea, n&o apresentam o pheno- 
meno de Pfeiffer. Estes vibrides devem ser considerados 
como habitantes vulgares e pacificos das aguas e incapazes 
de provocar um cholera epidemico ; mas tambem é certo 
que podem produzir uma molestia choleriforme no home, 
como tem-se o exemplo nos casos. observados em 1893, em 
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Hamburgo e em 1894. em Lishéa. Alguns d’estes vibrides 
distinguem-se ainda pela phosphorescencia e por certas 
anoialias de crescimento sobre a gelatina. 

I’ pois incontestavel que o phenomeno de Pfeiffer deve 
oceupar um Jogar entre as reaegdes do vibriio cholerico e 
deve ser utilisado como elemento de diagnostico d’aquelle 
microbio ; entretanto é necessario fazer-se um estudo mais 
aprofundado sobre o assumpto antes de classifiear-se um tal 
phenomeno definitivamente entre os signaes certos do ba- 
cillo virgula. De faeto, como resolver-se sobre a especi- 
ficidade de um microbio sem que elle possa provocar epide- 
mia? «A n&o ser o bacillo virgula nenhum dos vibrides 
pathogenicos produzindo o phenomeno da transformacao, 
provoca epidemia grave»—tal é a ultima affirmativa de 
Pfeiffer 

Esta proposigio é absoluta e nao esta provada. Entre 
os vibrides cholericos cabe um grande papel ao de Mas- 
saouah — Ghinda, isolado por Pasquale na Africa italiana e 
inf{roduzido em varios laboratorios da Europa. Foi com 
este vibriio que o proprio Pfeiffer obteve os preciosos re- 
sultados sobre a peritonite cholerica dos cobayos ; pois 
bem: o Serum dos animaes vaccinados contra o cholera de 
origem allem& mostrou-se incapaz de vaceinar cobayos 
contra o vibriio de Massaouah ; além d’isso esse mesmo 
serum nunea provocou o phenomeno de Pfeiffer com o 
vibria&o respectivo. 

Allega Pfeiffer que o vibriao de Pasquale nao é 0 do 
cholera e deve ser excluido da classe dos cholerigenos ; en- 
tretanto em uma experiencia feita sobre o homem por 
Fermi, em Roma, 0 vibriato de Ghinda mostrou-se muito 
virtlento provoeando um ataque nao mortal, mas absolu- 
tamente typico, do verdadeiro cholera. 

Referindo-se a essa experiencia de Fermi, em uma 
memoria recente, Pfeiffer, que por engano a attribue ao 
professor Metchnikoff, replica que um caso isolado de cho- 
lera experimental nao péde decidir a quest&o: seria pre- 
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ciso que tivesse havido um desenvolvimento epidemico. 
Mas Pasquale insiste justamente sobre o facto de ter sido o 
seu vibrifo encontrado em dois pogos de Ghinda, locali- 
dade em que a epidemia fez mais victimas, e accrescenta 
que 20 dias depois de extincta a epidemia, diversas pes- 
sdas que beberam aquella agua tiveram casos mortaes de 
cholera. 

De outro lado ha vibriées que dao muito bem o phe- 
nomeno da destruigio extra-cellular, mas nunca provocam 
epidemias. Depois da epidemia de 1892, em Pariz e suas 
circumvisinhangas nio houve mais um sé caso de cholera ; 
mas durante o verao de 1893 appareceram em Saint Dénis 
uns Gasos suSpeitos esporadlicos, em dos quaes o Dr. Netter 
encontrou o vibriao typico; nao houve epidemia. No 
anno seguinte (1894) ainda em Saint Dénis, de um caso 
benigno suspeito, o mesmo Dr. Netter isolon o vibri&o que 
nto deu igualmente origem a nenhuma epidemia. 

Eis ahi casos isolados sobrevindo no espago de dois 
annos sem. tomar desenvolvimento epidemico, isso na au- 
zeneia de qualquer medida prophylactica ou de hygiene. 
E este vibriaéo que n&o foi capaz de produzir uma expansao 
epidemica, nas experiencias a que foi submettido deu o 
phenomeno de Pfeiffer em sua forma mais-bella e com- 
pleta ; isso quer dizer, portanto, que apezar do alto inte- 
resse da descoberta do bacteriologista berlinez, nio tem 
ella o poder para caracterisar de modo indiseutivel o vi- 
briao cholerico. 

O bacillo virgula n&io toma o gram, mas deixa-se colorir 
por todas as cdéres basicas. Uma solucio de fuchsina phe- 
nicada de Ziehl, diluida em 10 ou 20 partes d’agua, em 
contacto com as laminas durante alguns minutos, étm bom 
processo para evidenciar-se 0 microbio. Este tem cilios vi- 
brateis reunidos algumas vezes em uma s6 das extremida- 
des ; outras vezes os cilios revestem 0 aspecto de um chicote 
de duas pernas. O germen n&io da espéros e pdéde ainda 
affectar a forma. splrillar. 
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A incerteza d’esses ecaracteres especificos do bacillo 
virgula tem sido explorada pelos adversarios da bacterio- 
logia como uma prova do poueo valor d’esta sciencia, sob 
o ponto de vista medico. Na variabilidade do vibria&io 
cholerico quiz-se ver um argumento contra o papel etio- 
logico Wesse microbio no cholera. 

Cuningham, baseando-se sobre adiversidade das formas 
microbianas ,emittio a seguinte opinia&o : «o cholera asia- 
tico ¢ sempre umae a mesma molestia ; os vibrides que se 
encontram nos cholericos sio differentes, logo essa molestia 
unica nao pdde ser produzida por causas etiologicos di- 
versas : por conseguinte o vibriaéo de Koch nao é o pro- 
ductor do cholera» 

Casos de cholera em que os bacillos n&o eram encontra- 
dos; exemplos de individuos de b6a satide, cujas dejecgées 
encerravam esses microbios; a differenca entre o cholera 
experimental nos animaes e o cholera intestinal no homem 
e muitos outros factos tém sido invoeados como provas de 
que obacillo virgula nao é 0 verdadeiro microbio do cholera. 

Com o fim de resolver esse problema de modo preciso 
Pettenkofer decidiu-se a absorver uma grande quantidade 
de vibrides cholericos em condigdes particularmente favo- 
raveis para a acgao pathogenica desses germens. Depois 
de ter bebido uma dése sufficiente de um alealino para 
neutralisar a acidez do succo gastrieo, o ousado professor de 
Munich engolio um centimetro cubico de cultura do bacillo 
virgula, proveniente de dejecgdes chotericas da grande epi- 
demia de Hamburgo. Apezar da grande idade do celebre 
epidemiologista e das condicgdes em que elle submetteu-se 
A experiencia, o resultado (esta foi antes negativo: a 
enorme quantidade de vibrides ingeridos provocou apenas 
tna ligeira diarrhéa nao acompanhada de qualquer outro 
symptoma, Encorajado pelo exemplo de seu mestre, Em- 
merich submetteu-se A umaexperieucia analoga, absorven- 
do uma quantidade menor de vibrides, mas em condigdes 
muito graves : nao sémente elle auxiliou aaccao do baecillo 
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pela neutralisacio previa do succo gastrico, como tambem 
provocou uma_ indigest&sc, commettendo um desvio de- 
regimen. Apezar de todas essas precaucdes elle teve 
apenas uma diarrhéa violenta, Sem vomitos, sem caimbras 


e sem hypothermia. 
D’essas experiencias concluio Pettenkofer qtie 0 vibriio 


de Koch era capaz de dar a diarrhéa, mas n&o o verdadeiro 
cholera ; que para a produceio deste era preciso ainda a 
intervencio de uma outra causa que n&o se conhecia até 
aquelle momento. Ontros sabios, pelo contrario, affirma- 
ram que a diarrhéa dos dois audaciosos experimentadores 
tinha sido uma forma ligeira do cholera, como é costume 
observar-se no correr das epidemias. 

Esta -controversia provocou novas experiencias em 
Vienna eem Pariz. No «Instituto Pasteur o- professor 
Metchnikoff e mais dez ou doze pessdas realmente corajosas 
e desinteressadas suabmetteram-se A experiencia, absorvendo 
culturas do bacillo virgula authentico. Uns nada tiveram; 
outros apresentaram diarrhéa viziforme, vomitos, eaimbras 
algidez e outros symptomas, de modo a n&o deixar duvidas, 
fallecendo mesmo um d’esses doentes. 

D’estas experiencias tiron-se a prova definitiva de 
que o vibriéo de Koch ingerido s6, sem nenhum outro mi- 
crobio e fora de uma epidemia péde provocar no homem o 
cholera asiatico verdadeiro. Mas tambem tanto estas ex- 
periencias de Pariz como as Vienna demonstraram de modo 
preciso que 0 homem pdéde impunentemente inigerir gran- 
des qnantidades do bacillo virgula sem apresentar a menor 
perturbac&o, ou pelo menos sé ter uma diarrhéa insigni- 
ficante. O acaso quiz mesmo que nos dois casos graves 
mencionados acima o cholera experimental fosse provoca- 
dos por vibrides quasi sem virulencia para os animaes: ao 
passo que nos outros casos, --1’aquelles em que quasi nada 
observou-so de anormal, os vibriées empregados tinham a 
virulencia normal, tanto assim que davam a peritonite dos 
cobayos. Do conjuncto d’estes factos impée-se uma con- 


clusto : —é que o vibrido de Koch é 0 verdadeiro agente 
etiologico do cholera asiatico. 

Kntretanto como muita gente apresenta grande insen- 
sibilidade ou resistencia a este microbio, forcoso é admittir 
a existencia de condigdes particulares que favorecam a sua 
accao pathogenica. Nota-se ja desde algum tempo que 
entre as cousas predisponentes do cholera est&o, ao lado do 
aleoolismo, as perturbagdes digestivas de toda a sorte, 
principalmente os catharros intestinaes. Ora, cada vez 
torna-se mais provavel que esses desarranjos gastro-intes- 
tinaes sejam, como tantas outras molestias, devidos a mi- 
crobios ; n&o é, portanto, sem fundamento suppdér-se que 
esscs micro-organismos representem um papel no des- 
envolvimento do cholera. 

Muito antes da descoberta de Koch ji Negeli expu- 
nha a sua theoria diblastica do cholera, segundo a qual a 
molestia resnltaria da acgio concommittante de dois mi- 
crobios differentes, sendo um de origem indiana e outro da 
localidade invadida pela epidemia. Esta theoria foi muitas 
vezes sustentada por authores da escola epidemiologica de 
Munich. Recentemente Nencki e seus discipulos querendo 
fornecer provas experimentaes em apoio da associag&éo mi- 
crobiana injectaram em coélhos misturas microbianas, 
compostas do bacillo virgula e de tres outros bacillos iso- 
lados das dejeceedes cholericas e designados por elles sob o 
nome de bacillus caspicus. Ao passo que esta mistura matava 
invariavelmente os animaes, isolados, elles nenhum mal 
Ihes faziam. 

Resultados analogos foram obtidos com a mistura do 
vibrito cholerico e uma bacteria aquatica, e ainda com 
aquelle e uma especie de coli-bacillo encontrado no intes- 
tino da vaeea. Nencki pensa que taes experiencias forne- 
cem a prova cabal de que o cholera asiatico é uma infecgao 
mixta, devida a associagao do bacillo virgula com as bac- 
terias mencionadas. 

Sdomente elle engana-se quando quer estabelecer a 
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identidade entre a molestia dos seus roedores e 0 cholera 
asiatico. As manifestagdes morbidas sao inteiramente. 
differentes nos dois casos, e com certeza (0 que aindaé mais 
importante) a molestia é devida a invas&o do bacillus cas- 
picus no organismo dos coélhos, tanto que foi elle encontra- 
do n&o sdmente no ponto de inoculacio como tambem nos 
orgios internos dos aninaes mortos. E’ que estes bacillos 
n&o eram bastante virulentos para por si sds infectar o 
organismo : foi preciso 0 concurso da toxina do vibri&o 
cholerico, que no caso foi 0 microbio coadjuvante ; aleuma 
cousa de analogo ao que faz-se correntemente em bacterio- 
logia, quando quer-se exaltar ou refourcar (é 0 termo) a vi- 
rulencia de uma bacteria, com productos toxicos de uma 
outra. 

Esta affeccio communicada aos coélhos por Nencki e 
seus dois discipulos Blachstein e Zumft nada tem, pois, de 
commum com o cholera intestinal e nem mesmo com a 
peritonite dos cobayos. 

J& mencionamos em outra parte as tentativas feitas 
para resolver-se 0 problema do cholera intestinal dos ani- 
maes. Ultimamente Issaeff e Kolle procuram desenvol- 
ver a molestia em coélhos novos, pesando quinhentas 
gramimas,e para isso recorreram 4 alcalinisagéo artificial 
do estomago; mas apezar de tudo sé obtiveram resultados 
insignificantes. 

O methodo seguido no «Instituto Pasteur» tem dado 
melhores resultados. Os roedores novos (Gobayus e coélhos 
ainda mamandv) contrahem facilmente o cholera intestinal 
sem previa neutralisagao da acidez do succo gastrico, desde 
que se lhes administre o vibriéo cholerico juntamente com 
outros microbios, como a sarcina, a torula e o bacillo coli- 
forme. N’estas condigées os pequenos animaes adquirem 
regularmente um cholera mortal, 4s vezes acompanhado de 
diarrhéa, outras vezes sob a forma sécca. No grosso in- 
testino accumula-se uma grande quantidade de um exsu- 
dato seroso, uma especie de liquido inteiramente simi- 
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lhante @ diarrhéa riziforme do cholera humano ; os animaes 
nao apresentam, porém, uma hypothermia progressiva 
como no homem. Sem os mierobios coadjuvantes mencio- 
nados os roédores podem tambem adquirir a molestia, mas 
isso da-se raramente. Sob a inflvencia da associag&io mi- 
crobiana n&o se reproduz a infeceao mixta : os microbios 
ecoadjuvantes depois de terem desempenhado o seu papel 
cedem 0 logar ao bacillo virgula, que por si sé produz 
Wahi por diante os symptomas do cholera. Da-se ui phe- 
nomeno similhante ao que se passa no tetano : os sympto- 
nas tetanicos s&io devidos ao bacillo do tetano ; mas este, 
para fixar-se no organismo @ manifestar suas propriedades 
pathogenicas, deve ser seeundadoe por outras bacterias. 
O cholera intestinal do coélho de mamma é uma molestia 
contagiosa que transmitte-se facilmente a outros animaes 
da mesma especie, por intermedio das tetas da mai. Esta 
expansio epidemica approxima ainda a molestia obtida 
experimentalmenté no Cnstituto Pasteur» do cholera hu- 
mano; esta similhanca entre as duas molestias petmitte 
formar-se um juizo mais preciso sobre oO caracter essencial 
do cholera verdadeiro. Nos coélhos elle deve ser consi- 
derado tina intoxicagao do organismo pela toxina elaborada 
no intestino, pelo vibri&o : 0 sangue e os tecidos sé excepcio- 
nalmente s&io invadidos pelo bacillo; pédem estar com- 
pletamente indemnes e entretanto os animaes morrem com 
os symptomas caracteristicos. No homem tambem o vi- 
briXio limita-se ao intestino e muito raramente generalisa-se. 
Koch, depois de ter notado este facto capital, declarou que 
considerava o cholera humano uma molestia essencial- 
mente toxica. — A descoberta de um meio facil e seguro 
de produzir o cholera experimental nos animaes de labora- 
torio permitte encarar-se agora com mais seguranga Os 
methodos propostos para a prevenc&o e cura do cholera 
humano, 

Depois da descoberta ce Koch procurou se utilisar o 
conhecimento que tinha-se adquirido do microbio para 
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conter um dos mais terriveis flagellos que affligem a huma- 
nidade. A verificac&o de que o germen nao dé espéros e 
da sua fraca resistencia aos diversos agentes de destruicao, 
como a desecacgio, ou a influencia dos untisepticos, servio 
de base a certas medidas praticas, taes como a desinfecgio 
das habitagées invadidas pelo cholera, ou de embarecagées 
procedentes de paizes contaminados. 

O facto de Koch e outros terem tambem insistido sobre 
a circumstancia de poder o vibriaio viver na agua potavel e 
que esta é 0 principal vehiculo de contagio deu logar a 
a exigir-se uma agua isenta de qualquer suspeita, bem como 
ao emprego da agua fervida. 

Finalmente fizeram-se numerosas investigagédes no sen-. 
tido da orientac&éo pastoriana de encontrar uma vaccina 
anti-cholerica. Logo que apparecen a epidemia de 1884 
o Dr. Ferran, na Hespanha, comegou a estudar a quest&o 
seb esse ponto de vista. Conseguio logo provoear uma 
molestia mortal nos cobayos pela inoculacio sub-cutanea 
do bacillo virgula e procurar vaccinar os animaes com 
doses fracas do microbio vivo. Esta descoberta foi posta 
em duvida por varios sabios, que na oceasifio quizeram 
verifical-a; mas actualmente ella é acceita por todo o 
mundo. 

FE’ certo que a maior parte dos vibrides cholericos é 
incapaz de provoear a molestia mortal dos cobayos, in- 
troduzidos os germens pela via hypodermica ; mas inocu- 
lando-os no peritoneo o resultado 6 segura. A vaccinacio 
contra a peritonite dos cobayos é hoje cousa facil e corrente 
nos laboratorios; emprega-se o methodo Ferran com cul- 
turas vivas, ou tambem langa-se m&o de culturas filtradas 
na vela Chamberland. 

Ferran nao tardou em applicar a sna descoberta no 
homem ; em verias provinecias da Hespanha invadida pelo 
cholera elle vaccinou mais de cincoenta mil pessdas e segundo 
a opiniao do experimentador hespanhol essa vaccina di- 
minuio seis veges a morbilidade e deg vezes a mortalidade 
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entre as pessdas vaeeinadas, em confronto com as que 
deixaram de ser jneculadas. Infelizmente o Dr. Ferran 
nao publicon dadas mais minuciosos, de sorte que é im- 
possivel um jnizo seguro sobre suas tentativas e sobre seu 
methodo, 

Por oceasifo do reapparecimento do cholera na Europa, 
no deeurso do anno de 1892, veio de novo a ordem do dia 
a vaeccinacio contra a molestia; pdde se ent&o confirmar e 
desenvolver a descoberta de Ferran sobre a vaceinagio 
contra a peritonite dos cobayos, provocada pelo bacillo 
virgula. 

Haffkine vaecinou durante dois anbos mais de 32,000 
pessoas na India, servindo-se de eulturas do vibriio em 
injecgdes sub-cutaneas. Os jornaes assigualaram resulta- 
dos sumimarios a que nio se péde prestar fé; em todo o caso 
wmortalidade era maior do que a obtida por Ferran. 

O melhor resultado conseguido por Hafkine refere-se 
a um regimento de Cawnpore, no qual todas as pessdas 
vaccinadas treze mezes antes fiearam indemmnes ; ao passo 
que deram-se 19 easos de cholera entre os soldados n&o vac- 
cinados. E’ diffieil aceeitar que tenha sido aquella immu- 
nidade devida & vaeccinacio, porque mesmo nos animaes 
quando ella parece effieaz s6 protege durante alguns mezes 
(Ferran limita o prazo a dois imezes ); duas pessdas que 
submetteram-se @ eelebre experiencia feita no «Instituto 
Pasteur» e que seis mezes antes tinham sido vaccinadas em 

Pariz, por Haffkine, ambas adoeceram como as que nunea 
tinham sido inoculadas. 

A desecoberta da propriedade preventiva e curativa 
do sangue e do leite dos animaes vaceinados contra as mo- 
lestias infectuosas, tem sido applicada por varios bacterio- 
logistas ; Lazarus e Klemperer usaram do sangue ; mais 
tarde Ketcher applicou o leite e verificou-se que esses li- 
quidos preservam os cobayos contra a peritonite dos 
cobayos. 

Tnstruidos pelo que se dé no tetano e na diphteria, 
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pensaram alguns bacteriologistas que se tratava aqni de 
uma acco antitoxica ; mas as investigacédes feitas por 
Pfeiffer e Wassermann demonstraram plenamente que na 
injecg&o previa, quer o serum, quer a vaccina com os bacil- 
los premunem os animaes contra a infecgdo dos microbios 
e nunea contra a intoxicagdo pelo veneno do vibrif&o. 

Diante da differengca fundamental entre a peritonite 
do cobayo, que é uma infeecao produzida pelo bacillo pul- 
lulando na lympha e no sangue, eo cholera intestinal, que 
é uma intoxicagéio devida ao veneno elaborado no intestino 
pelo vibriao, podia-se esperar uma acg&o muito diversa do 
serum preventivo nas duas molestias. De facto, as ex- 
periencias feitas demonstram que a quantidade de serum 
sufficiente para preservar quinhentos cobayos, da peritonite 
cholerica, 6 incapaz de preservar um coélho de mamma 
contra o cholera intestinal. 

Os ensaios feitos até agora para curar 0 homem cho- 
lerico n&o tém dado resultados ; concluir-se d’ahi, porem, 
pela impossibilidade de lutar contra o cholera n’esse ter- 
reno, n&o seria justo ; somente é preciso encontrar-se um 
serum capaz de agir contra a toxina : na sua ultima publi- 
macho Pfeiffer annnncia que ja obteve um comeco de pro- 
priedade anti-toxica em alguns dos seus s6ros. No mesmo 
sentido trabalha-se em varios labaratorios da Europa. 

Os epidemiologistas téin verificado que ha localidades 
indemnes de cholera ; ds vezes a immunidade de uma po- 
pulagao é passageira; outras vezes é duradora como em 
Versailles, Montpellier, Lyon, Stuttgart, ete. Da mesma 
inaneira quando o cholera desenvolve-se em qualquer 
logar fica-se sorprehendido de ver a marcha que segue a 
epidemia, que expande-so ora uma incrivel rapidez, ora 
com inexplicavel lentid&o. 

Esse conjuncto de factos indica que a accio pathoge- 
nica do bacillo virgula depende de algumas condigédes par- 
ticulares em que 0 microbio pode-se achar. A supposicdio 
de que a flora microbiana que cerca o vibri&o cholerico 
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exerce uma grande influencia sobre accao d’aquelle orga- 
nismo, levou os experimentadores A descoberta do cholera 
intestinal dos pequenos roedores ; por isso tem-se o direito 
de pensar que no homem os mesmos factores intervém 
para o desenvolvimento da molestia. 

Ksta hypothese, que ainda nio pdde ser rigorosamente 
demonstrada, est’ muito de acedrdo com o que sabe-se da 
microbia e epidemiologia do cholera. Sanarelli mostrou 
que o vibrifio cholerico pode viver nas agnas de um dos 
logares indemnes classicos : a cidade de Versailles. A na- 
tureza cholerica @esse vibriéo deu, em uma experiencia 
no homem, um caso de cholera, tendo tambem sido veri- 
ficada a propriedade de dar o phenomeno de Pfeiffer, por 
aquelle distineto bacteriologista. A immunidade local 
nao tira, pois, a0 vibri&o a sua virulencia ; ella depende 
de outras causas, que devem revistir um caracter tambem 
local ; ora, entre os factores d’esta ordem deve-se collocar 
no primeiro plano a flora microbiana, que pdde favorecer 
ou inhibir a acgao do germen. Sobre os microbios favore- 
cendo a acgao do vibri&o cholerico ja ha factos bem esta- 
belecidos ; mas no sentido opposto nada ha ainda feito. 
Entretanto proseguem os estudos n’esta direcgao. 
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DIPHTERIA 


SUMMARIO—O bacillo nas falsas membranas.— 
Pesquisas.— Coloracio.—Isolamento sobre 
serum coagulado.— Colonias diphtericas.— 
Resistencia do bacillo.— Aceio do germen 
sobre os animaes.—Paralysia diphterica ex- 
perimental.— O bacillo nao prolifera nos 
orgaos.—Attenuacao do microbio.—Bacillo 
pseudo-diphterico.— Associacdes microbia- 
nas na diphteria.—Veneno diphterico nas 
culturas.—Paralysias toxicas.—Proprieda- 
des do veneno diphterico. — Immunidade 
conferida aos animaes.—Processos diversos. 
—Serum dos animaes immunisados.— Anti- 
toxina.— Tratamento especifico da moles- 
tia ; seus resultados. 


Foram priveipalmente os trabalhos de Klebs e de 
Leeffler que contribuiram para tornar conhecido o microbio 
da diphteria, que 6 uma molestia caracterisada essencial- 
mente pela formagio de falsas membranas resultantes de 
uma infiltrac&o fibrinosa, seguida de mortificacéo do derma 
mucuso. Esta falsa membrana é de cér acinzentada e re- 
produz-se rapidamente toda a vez que é destacada. Em 
geral a molestia conserva-se localisada durante aleum tempo 
e sO mais tarde generalisa-se infeccionando 0 organismo, 
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Leffler demonstrou a presene¢a de microbios nas falsas 
membranas ; mas os bacillos sao difficeis de isolar. Para 
isso comega-se por Semearum pedago das falsas membranas 
sobre serum gelatinado. Tambem a cultura pdéde ser feita. 
em tubos de gelatina, submettendo-se depois a uma tempe- 
ratura de 20 ou 22 graos centigrados. 

Os bastonetes.obtidos por este meio sao immoveis e 
colorem-se facilmente com uma soluc&o aquosa de azul de 
methylene. Elles tém alguma similhanga com os bacillos da 
tuberculose,-sendo, porém, um pouco mais delgados. As 
culturas aquecidas a 60.° ficam estereis. 

A diphteria semeada em serum coagulado da colonias 
salientes na superficie, apresentando no centro um pouco 
claro e na peripheria uma zona mais carregada. Em ge- 
latina glycerinada o microbio cresce muito bem, mas sus- 
pende-se a cultura logo que o meio deixa de ser alcalino. 
Em caldo a proliferacito do germen faz-se regularmente, 
sem que o meio fique turvo; apresenta um peq ueno deposito. 
no fundo do vaso, quando apparece a acidez ; um pouco 
mais tarde a reaccio muda ea cultura volta 4 alealinidade. 
E’ ‘n’essa occasifo que appareceim os crystaes phosphato- 
magnesianos, provenientes da transformag&o das inateri ias 
azotadas em alealis. Ha entretanto sas sense racas do ba- 
cillo que turvam o ecaldo. 

O microbio € aerobio-anaerobio, mas na presenga do 
ar prolifera muito melhor. Em clara d’ovo, em batatas, 
em gelose, o germem cresce mal. Juntando-se a qualquer 
dos meios um pouco de assucar os resultados s&o mais 
apreciaveis, porém dentro de pouco tempo a transformagao 
das materias hydro-carbonadas em acidos Sampegee au 


cultura. 
Um bom meio de cultura para o bacillo da diphteria 


é um caldo obtido de carne velha, saturado de carbonato 
de cal; 0 microbio conserva-se vivo nos meios durante : 
mezes. Nao d& espéros e a 58.° morre. Os antisepticos: 
fracos, que alids-o-attingem difficilmente por causa da 
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membrana que o protege, tambem distroem aquelle micro- 
organismo rapidamente uma vez em contacto com elle. 


Guardado em logar seeco e ao abrigo da luz elle con- 
serva-se durante annos: 0 Dr. Roux semeou com resultado 
um poueco de uma falsa membrana conservada durante 
trinta annos por um medico, cujo filhinho fallecera da 
molestia. 


O bacillo de Klebs encontra-se principalmente na su- 
perficie das falsas membranas. Abaixo da superficie @’ estas 
ha uma camada fibrinosa e com granulacdes, sob esta ainda 
ha uma tambem fibrinosa, mas reticulada, na qual encon- 
tram-se grupos do bacillo; mais abaixo ainda existe uma 
vamada mucosa muito congestionada contendo globos san- 
guineos e leucocytas. 

Outros microbios de natureza diversa da diphteria 
acham-se misturados com os de Klebs na superficie da 
membrana, ao contrario do que se dé nas camadas mais 
inferiores, onde quasi que s6 ha bacillos puros da di- 
phteria. 

Inoculados nos animaes os bacillos de Klebs dio uma 
molestia similhante 4 diphteria do homem, da qual morrem 
os animaes. 


Um cobayo inoeculado sob a pelle apresentaraé um 
edema no ponto picado e morreré em 24 horas. O edema 
é coberto de estrias sanguinolentas ; 0S vasos abdominaes 
sto congestionados. Ha derramento pleural e hyperhemia 
para osrins. -—As gallinhase pombos succumbem rapida- 
mente ; o c&o dura de tres a quatro dias, e a vacea e 0 
carneiro tambem succumbem ao mal. 

Para reproduzir-se a molestia com o seu cortejo ha- 
bitual de symptomas, basta collocar o germen sobre uma 
mucosa lesada (estando intacta o microbio n&o prolifera) ; 
inoculado na trachéa de um coélho este apresentarda em 
breve 0 croup com os seus Symptomas : ruido de bandeira 
(bruit de drapeau) suffocagao, falsas membranas com os 
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bacillos e por fim a morte. Os ratos e os camundongos 
sao refractarios 4 dipheteria. 

A principio negou-se a especifidade do bacillo de 
Loeffler e attribuiu—se a producgaio de falsas membranas a 
estreptococcos ; de facto estes microbios est&io muitas vezes 
associados ao- da diphteria nas falsas membranas ; mas 
culturas puras do bacillo de Leeffler, inoculadas d&o a pa- 
ralysia diphterica, que jamais é produzida pelo estrep- 
tococco. Nos coélhos essa paralysia come¢a pelos membros 
posteriores e vai invadindo progressivamente o corpo do 
animal até a morte, que é aterminagao constante ; ao passo 
que as criancgas escapam muitas vezes. 

Querendo-se acompanhar o desenvolvimento do bacillo 
nos coélhos inocula-se uma serie ao mesmo tempo e vai-se 
sacrificando successivamente cada animal 2, 4, 6, 8 horas 
depois da inoculacéo. Observa-se ent&o que a cultura 
faz-se bem no comego, mas suspende-se depois, porque 
oS microbios s&o envolvidos pelo exsudatu. fibrinoso das 
falsas membranas e n&o podem estender-se. 

N’este caso porque a molestia é mortal ?—Simples- 
mente porque a diphteria nao é de maneira alguma uma 
infeccdo, e sim uma intoxicagdéo como veremos mais longe. 
E’, pois, uma molestia especifica muito variavel em sua 
virulencia. Ha bacillos diphtericos que matam em 24 
horas um cobayo de 500 grammas ; outros levam 6e 8 
dias para consummar a sua obra ; outros menos activos 
causam apenas lesdes locaes de que o animal restabelece-se ; 
finalmente os ha tambem de uma virulencia nulla. 

Consegue-se artificialmente tornar quasi neutro o ba- 
cillo : toma-se uma falsa membrana e semea-se ; ella vai 
apresentar diversos gréos de virulencia ; depois de tel-os 
ensaiado em varios animaes, escolhe-se aquella colonia que 
mostrou-se mais virulenta e semea-se em gelatina glyce- 
rinada ; a principio ella crescerd bem, até que a produccio 
de acidos venha embaracar o seu desenvolvimento. O ba- 
cillo collocado w’estas condigdes desfavoraveis perderé, 
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gradualmente sua virnlencia ; antes, porém, que elle 
Morra, tolMa-se um pouco da cultura e@ semea-se em outro 
tubo de gelose glycerinada e assim por diante até que no 
haja mais virulencia. 

Ha ainda outro processo : deixa-se séccar e envelhecer 
uma falsa membrana em uma folha de papel ; semeando-se 
parcellas @essa membrana em epoeas differentes vé-se que 
eada dia as culturas vio se tornando menos activas. 

Em resumo: no homem uma mesma membrana contém 
colonias de uma virulencia variavel. Esta virulencia 
pode ser attenuada por meios artificiaes. O  bacillo 
conserva-se por muito tempo, mas vai-se attenuando. 

Nas pessdas gozando béa satide encontra-se nos pro- 
ductos da garganta o bacillo, que cultivado reproduz todos 
os signaes do bacillo de Klebs. Estes bacillos pseudo- 
diphtericos encontram-se nos servigos hospitalares de 
criancas doentes de sarampam ; é ahi que os doentinhos 
adquirem muitas vezes a diphteria. —Sera um microbio 
differeute do outro? Pensa o Dr. Roux que trata-se sim- 
plesmente de uma forma attenuada do bacillo de Loeffler. 

Ao Jado das anginas diphtericas authenticas, ha outras 
de falsas membranas ecausadas por microbios differentes 
deste que estudamos. Podemos citar as anginas causadas 
por estreptococcos, as do estaphylococcus, as do pneumo- 
ecoceo e mesmo as do coli-bacillo. Ao lado @’ estas appare- 
eem no larynge e no pharynge outras lesées produzidas por 
um pequeno coccus, muito delgado e¢ que foi visto pela 
primeira vez pelo Dr. Roux e por Yersin, denominado 
coccus de Brisou, assim chamado porque foi o menino 
@este nome que o forneceo. Esta crianga entrou para o 
Hospital dos «Knfants inalades» gravemente doente de 
croup, esecapou, pdde-se dizer, milagrosamente, tendo, em 
desespero de causa, soffrido duas vezes a operagao da tra- 
cheotomia. 

O coccus de Brison desenyolyve-se em serum em colo- 
nias similhantes <s do bacillo diphterico, cultiva-se em 


—— 


serum dando colonias similhantes 4s do bacillo diphterico, 
mas as colonias s&o mais lisas € mais salientes. 

O diagnostico pelo microscopio 6 em todos os casos de 
indeclinavel necessidade. Em um caso suspeito de di- 
phteria procede-se assim :— toma-se um pouco das falsas 
membranas e faz-se immediatamente uma preparacio entre 
lamina e laminula, que examinn-se ao microscopio ; em 
seguida, € para maior seguranga, Semea-se a mesma mem- 
brana em tubos que sao levados 4 estufa. 

Si é mesmo da diphteria que se trata, as colonias ap- 
parecerio 14 para a decima oitava hora. A precocidade 
das culturas nio deixard n’este caso a menor duvida e o 
exame microscopico completara o diagnostico. S60 coccus 
de Brisou seria de capaz de proliferar t&o0 depressa ; mas 
sendo a sua forma bem differente do bacillo de Klebs, a 
confusio v&o serd possivel. 

’ Deixando-se a cultura na estufa mais de 1& horas 
corre-se 0 risco de ver desenvolverem-se outras especies mi- 
erobianas. Esta cultura fornece ainda indicagées uteis para 
0 prognostico :— bacillos longos entrelagados, colonias nu- 
merosas indicam uma diphteria grave. Poucos bacillos, 
colonias raras, microbios curtos, collocados mais ou menos 
parallelamente, indicam, pelo contrario, que 0 caso sera 
benigno. 

FE’ necessario examinar se existe associagéio micro- 
biana: si, por exemplo, encontra-se 0 estreptococco. Para 
reconhecel-o deixa-se a cultura envelhecer na estufa. 
Quando apparecem entre as colonias diphtericas pequenos 
pontos que tomam o gram, € que ha estreptococcos compli- 
cando 0 caso, cujo prognostico deverd ser considerado grave, 
porque é6 muito provavel a apparecimento da broncho-. 
pneumonia. . 

O facto de se acharem os ganglios cervicaes entumeci- 
dos e a cé6r pardacenta das falsas membranas indicam 
tambem a presenca de estreptococeas. Si o microbio as- 
sociado fdr 0 pneumococco devemos receiar terriveigs 
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colmplicagdes para o pulmo ; e si for o estaphylococeo é 
uma bronchite que vird aggravar a sorte do doente. Em 
Summa, n&o € demais insistir-se sobre a importancia do 
diagnostico baeteriologico, mesmo porque muitas criangas 
entram indevidamente para os servigos destinados especial- 
mente para a diphteria, molestia que os meninos podem 
Weste caso contrair. 

O bacillo de Leeffler persiste na boeca dos convales- 
centes muito tempo depois da cura ; por isso em Frang: 
nNOS servigos nosocomiaes n&o se da alta ou boletim de exeat, 
sem que se esteja segure, por exame microscopico e cultu- 
ras muitas vezes repetidas, de que o bacillo desappareceu 
completamente. Além isso os ex-doentes devem fazer 
frequentes gargarejos e bochechos boricados. 

Ha uma especie de diphteria nasal muito insidiosa, tra- 
duzindo-se por catharro do nariz, difficuldade de res- 
pirar e uma ligeira febre ; as pessdas affectadas constituem 
focos ambulantes de contagio, visto como por manifestagdes 
tio ligeiras, ninguem guarda o leito. A’s vezes ha certas 
solucdes de continuidade na mucosa labial difficeis de 
sarar, porque contém o bacille: eis ahi uma outra fonte 
de contagio. 

Jonservando os productos das falsas membranas sua 
virulencia durante muito tempo, segue-se que as desinfec- 
cdes sto de rigorosa necessidade ; essas desinfecgdes devem 
ser meticulosas e muito serias, n&o sé nos aposentos como 
nos moveis, roupas de cama e do doente, mesmo quando 
ja tenham deeorrido alguns mezes. 

Pelo que ja conhecemos pode se tirar algumas indica- 
cdes sobre o tratamento : as cauterisagées das falsas mem- 
branas, sobre serem inuteis s&o perigosas, como tudo que 
pode escoriar ou lesar amucosa, o que daria logar a formac¢ao 
de novos féecos de cultura do bacillo. Os antisepticos s&o 
tambem inuteis porque nao podem attingir os microbios, 
estando estes protegidos pelas falsas membranas, e quando 
sho muito toxicos ha ainda o perigo da absorp¢ao por 
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parte do doente, cujos rins nio funecionam de modo a eli- 
minar francamente os toxicos. 

Deve-Se permittir apenas, a titulo de asseio local a 
agua esterilisada ou fervida; ou ent&o um pouco @agna 
boricada, ou ainda misturada com hypochlorito de soda. 
O tratamente local t&io em voga outr’ora, mas sempre sem 
resultados, perdeu inteiramente de importancia e foi 
completamente abandonado, depois do tratamento especi- 
fico recentemente descoberto pelo Dr Roux e de que vamos 
nos occupar mais longe. 

Conforme vimos 0 bacillo da diphteria inoculado em 
um cobayo desenvolve-se no ponto de inoculac&éo sem es- 
palhar-se pelos outros org&os, nao generalisa-se. Trata-se 
pois de uma molestia analoga ao carbunculo, ao cholera 
das gallinhas, ao rouget do porco, ete., nas quaes alids en- 
contra-se sempre uma grande quantidade do bacillo. 

Na diphteria o numero de germens € muito mais li- 
mitado e n&o basta para explicar plenamente a infeccdo. 
FE’ preciso pois admittir-se que o microbio n&o gene- 
ralisando-se, n&o pdde entrar directamente em conflicto 
com a cellula, n&io luta, por ussim dizer, corpo a corpo 
com os elementos primordiaes do nosso organismo, mas 0 
faz por intermedio de alguma cousa, e essa alguma cousa é 
o veneno por elle secretado, é a sua foxina, que absorvida 
vai perturbar profundamente a economia. E’ portanto a 
diphteria uma doenga toxica, como o demonstrou brilhante- 
mente a bacteriologia e como ji deixavam suspeitar as 
lesdes necropisicas e os symptomas observados. 

Si guardarmos durante tres ou mais semanas na 
estufa a 37° uma cultura do bacillo diphterico, este des- 
envolver-se-4 sob a forma de véo, cahindo mais tarde no 
fundo do vaso ; si inocularmos um pouco d@’esse liquido 
em um cobayo pesando 500 grammas o animal morrerd em 
36 horas. Si o liquido tiver sido previamente filtrado na 
vela Chamberland veremos aiuda que injectado na mesma 
dose (1/10 de centimetro cubico) mataré o animal com a 
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mesma rapidez observada antes da filtragio ; é pois evi- 
dente que no ultimo easo o animal succumbio 4 um enve- 
nenamento Causado por substancias chimicas elaboradas 
pelo microbio. No primeiro dia «a cultura (si ella foi 
semeada coin microbios muito activos) 6 dotada de grande 
virulencia, mas é pouco toxica ; 4 proporgio, porém, que 
vai envelhecendo, diminue de virulencia para tornar-se 
muito toxica. 

Obtem-se a toxina pelo seguinte processo indicado 
pelo professor Roux :— toma-se um poneco de ealdo de 
earne ligeiramente alealino, tanto quanto baste para dar 
um ligeiro matiz azul ao papel de tournesol; n’este caldo 
semea-se um bacillo reconhecido como muito virwlento e 
leva-se a cultura 4 estufa aquecida a 37° gréios de calor 

entro de pouco tempo a formagao de um véo nos 
indicara as boas condicgé6es da cultura. A reacgto do 
meio torna-se acida, mas logo depois volta 4 alcalinidade 
primitiva, o que tambem é um outro signal do bom des- 
envolvimento do microbio. No fim de tres ou quatro se- 
manas, ou mesino de um tempo mais longo, 0 ealdo pos- 
suiré uma toxidade elevadissima. N’estas condicdes basta 
filtral-o ua vela Chamberland para poder ser empregado. 

Por meio de um artificio pode-se precipitar as phases 
deste desenvolvimento, tomando-se um bal&o de fundo 
chato e muito largo (dito de Fernbach), de modo a offerece! 
uma vasta superficie para ser bem arejada, e contendo duas 
tubuladuras, communicando uma d@ellas com uma trompa, 
aspiradora de ar, emquanto que a outra contém agua até 
metade da altura dos dois ramos. Collocado o caldo no 
balio faz-se passar pela superficie do liquido uma corrente 
de ar humido (para evitar a evaporagao) com a velocidade 
de dois a tres litros por hora. Este processo diminue de 
metade o tempo necessario para fazer-se a cultura. 

A actividade do veneno diphterico n&io é sempre a 


mesina nas culturas feitas com o mesmo bacillo e naS 
mesmas condigées, pelo que 6 preciso experimentar a viru- 
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lencia do producto obtido. Consegue-se esse resultado in- 
jectando-se sob a pelle de um cobayo de 400 a 500 grai- 
mas do peso, a decima parte de um centimetro cubico da 
toxina, que, para poder ser empregada na immunisagao 
dos animaes destinados a fornecer 0 serum curativo, deve 
matar 0 cobayo em 48 horas. 

O veneno ou toxina da diphteria introduzido no orga- 
nisino dos animaes sensiveis 4 molestia da os mesmos sym- 
ptomas que lhes causam as inoculagées de culturas vivas. 
Logo depois da injeccio apparece um edema no ponto ino- 
culado ; mais tarde o animal torna-se dispneico e morre. 
Si a quantidade injectada uéo é grande o animal sobrevive 
4 primeira phase do mal, mas apparecem as paralysias 
diphtericas typicas, que no fim de alguns dias d&o a morte. 

O veneno diphterico 6 destruido a 100° de tempera- 
tura ; exposto durante 12 horas consecutivas a 58° fica 
muito enfraquecido, de modo 4 n&o matar mais um cobayo, 
na dose de um centimetro cubico. Certos agentes chimi- 
cos, os fermentos pepsicos, o destroem. O alcool, os 
agentes oxydantes, a agua oxygenada, os hypochloritos al- 


calinos, o trichlorureto de iodo, ou o proprio iodo, enfra- 
quecem em grdos diversos 0 veneno diphterico ; a proprie- 


dade d’esses corpos serve para attenuar.a toxina destinady: 
4s imuunisagées. 

Nos animaes chamados de laboratorio (cobayos, coé- 
lhos, ratos, ete.) consegue-se raramente habituar 0 orga- 
nismo 4s déses fracas da toxina: os animaes morrem de 
cachexia; entretanto Brieger, Kitasato, Roux, Nocard e 
Martin tém obtido resultados satisfatorios em varias occa- 
sides e seguindo precessos mais ou menos analogos, 

Em 1890 Behring e Kitasato escreveram uma meino- 
ria em que revelavam as propriedades do sangue dos ani- 
maes immunisados contra a diphteria: 0 sangue desses 
animaes era capaz de destruir o veneno diphterico in. vitro 
e no organismo ; esta propriedade subsiste intacta no se- 
rum desembaragado dos elementos figurados, 
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Estes factos que vinham constituir os primeiros ele- 
mentos para a serotherapia do croup, n&o permittiram a 
applicagéo do methodo na pratica medica; sé mais tarde 
com os estudos profundos sobre o assumpto e com os aper- 
feigoamentos introduzidos pelo professor Roux pdde a se- 
rotherapia passar a ser o processo curativo mais. efficaz 
que j& existio para a diphteria. Este facto auspicioso e 
notavel para a historia da medicina data do anno de 1894, 
quando no Congresso de hygiene, reunido em Budapest 
o Dr Ronx leu a sua celebre memoria, assignada tambem 
pelo seu collaborador Yersin, pega notavel eque passa com 
raz&io por ser o trabalho mais completo e perfeito que até 
hoje tem-se feito em bacteriologia. Na exposic&o do me- 
thodoe mais processos relativos a iMmunisagio dos animaes 
para a producca&o do serum curativo e suas applicagées prati- 
cas cederemos a palavra aos seus autores e collaboradores. 


O animal escolhido é 0 cavallo, nio s6mente porque o 
seu serum é inoffensivo para o homen, mesmo quando 
administrado em grandes doses, como tambem porque 
aquelle animal supporta melhor do que outro qualquer 
o veneno diphterico, tendo ainda a vantagem de fornecer 
grandes quantidades do serum, de uma s6 vez. 


O eavallo destinado 4 immunisac&o deve ter de 6 a 9 
aunos de idade, ser bem nutrido e n&o apresentar nenhu. 
ma lesio. Antes de comegarem as inoculacdes destinadas 
a inumunisal-o faz-se a prova da malleina (Vid. Mormo) 
para ter-se a certeza de que o animal nao é@ mormoso. 
Primeiramente faz-se uma pequena injecc&o subcutanea 
atraz da espadoa, de wma toxina matando em 48 horas um 
eabayo de 500 graminas, pa dése de 10 centigrammas. Em 
déses crescentes, mas inoffensivas e guardando o intervallo 
de alguns dias vai-se continuando a inoeular a toxina, 
apresentando o animal apenas ligeiro edema loeal, bem 
como um pequeno augmento da temperatura no dia da in- 
jecgao. 
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Eis aqui um quadro representando a immunisacg&o de um 
cavallo pelo processo Roux. 

E’ copiado das notas originaes existentes em Garches, 
nos arredores de Pariz, que é 0 logar onde est&o installa- 
das as baias para os cavallos destinados 4 fabricagéo do 
soro antidiphterico : : 

Cavallo de 7 annos, pezando cerca de 400 kilogrammas. A to= 


xina empregada mata um cobayo de 500 grammas em 48 horas, na 
dose de um decimo de centimetro cubico. 


No 1.° dia injectou-se 1/4 de ¢-¢. toxina iodada 1/'0. Nao houve reaccao. 


> 2° > > 1/2 > > > > »> > 

> 4°, 6°, 8° dia Nada. 

> 13,14 >» >» 1 ce. toxina iodada 1/10. Nao houve reaceao. 
>» 1? > > 1/4¢-¢,  toxinaiodada. Ligeiro edema sem febre. 
> 22° > » 1 cc. > > > > > »> 
> 238° > > 2 ce. > > > > > »> 
> 25° > > 8 ec, > > > >» > » 
> 28¢ > > 5 cc. > > > > > > 
> 30°, 32°, 36° dia 5 c.c, > > > > >» » 


> 48°, 469, 48° >  30¢.c. toxina pura. Edema consideravel, dis- 
sipado em 24 horas. 


> 53° dia 60 &c, > > > > > > > 
> 57°, 63°, 65°, 67° dia 60 %c. > > > >> > > 
> 72° dia 90 ¢.c. > > > > > > > 
> 89°. »> 260 Ge, » > > > > > > 


Este cavallo recebeo, pois, no decurso de 80 dias cerca de 800 
centimetros cubicos de toxina apresentando apenas um edema passa- 
geiro com o augmento de um grdo de temperatura, quando as injec- 
goes erio maiores. Sangrado no 87: dia este mesmo animal recebco 
uma nova injecgaéo de 200 c. c. de toxina, sem inconveniente. 

Em media s&o necessarios tres mezes para a immuni- 
sagao de um cavallo. Terminadas as injecgdes de toxina 
deixa-se 0 animal repousar durante 8 ou 10 dias antes de 
tirar-se-lhe o sangue. Um cavallo péde fornecer eerea de 
quatro litros de sangue em cada sangria; esta pode ser re- 
petida, guardando-se intervallos de 20 ou 30 dias. Prati- 
ca-se a Sangria na jugular, por meio de trocart, ficando a 
canula ligada a um tubo de borracha que despeja em um 
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boceal, tudo rigorosamente esterilisado, segundo technic 
bacteriologica. O sangue é ent&ao abandonado 4 coagula- 
¢a0 espontanea e pode fornecer dois litros de serum. 
Havendo muitos animaes ao mesmo tempo a fornecer se- 
rum é conveniente misturar 0 sangue de todos elles, por- 
que assim obtem-se um serum uniforme. 

Trata-se agora de conservar 0 serum; para isto toma- 
se uma pipetta de Chamberland, aspira-se o liquido, que 
é dividido cent&o pelos pequenos frascos; em cada um 
@estes bota-se um pequeno pedago de camphora previa- 
mente passada pela chamma do gaz como agente de conser- 
vacao ; 0 frasco é finalmente fechado com uma rolha de bor- 
racha esterilisada e guardado ao abrigo da luz. Na Euro- 
pao serum assim conservado dura mezes e annos com as 
suas propriedades normaes. Tambem 6€ possivel conser- 
var-se o serum no estado solido fazendo-o evaporar no 
vasio ; quando quer-se fazer uso d’elle é sé juntar-Ihe 8 ou 
10 vezes o seu volume de agua esterilisada ; mas esta solu- 
¢io tem o inconveniente de produzir um edema passageiro ; 
é por isso que na Europa proferem a forma liquida e sé 
expedem o serum secco para os paizes do clima tropical, 
onde o producto liquido perde rapidamente as suas pro- 
priedades. Emfim o cavallo que esta fornecendo o soro 
deve ter a sua immunidade entretida por novas injecgdes 
de toxina, injeegées que podem ser feitas de uma 86 vez 
(300 a 500) no momento mesmo em que se acabou de reti- 
rar-]he sangue e pela mesina canula que para este fim tem- 
se deixado no logar; ou ent&o, o que é mais util, recor- 
re-se As injecgdes subcutaneas repetidas. 

Na Allemanha o methodo de immunisacio corrente- 
mente empregado é o de Behring ; em Hochst-sobre-o 
Mein, nas proximidades de Frankfort, existe uma grande 
installac&io de mais de 600 cavallos, que fornecem o serum 
antidiphterico em larga eseala. 

Os primeiros trabalhos de Behring sobre serotherapia 
antidiphterica repousavam sobre o principio do enfraque- 
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cimento das culturas pelo trichlorureto de iodo ; elle inje- 
ctava dédses erescentes de culturas, eada vez contendo 
menor quantidade de trichlorureto de iodo. Em pouco 
tempo elle obtinha o que elle chamava base de immunidade 
(Graundimmunitat ). 

Transposta essa 1* phase do processo elle inoculava 
ent&o ddéses crescentes e completava a resistencia organica. 
As quantidades e os intervallos das doses eram caleulados 
segundo a duaracio e intensidade da ultima reaecc&o : as 
ddéses 86 eram eugmentadas quando a ultima injecgio tinha 
sido supportada pelo animal sem a ienor reacgio. 

Roux no seu processo tambem juntava 4 sua toxina 
um poueo de iodo, soba forma de licor de Gram ; mas 
hoje esta addig&o tornou-se facultativa, e em Pariz é in- 
differente comegar a immunisar-se com a toxina iodada 
ou pura. 

Quando se tem feito umaserie prolongada de injecedes 
e tem-se motivo para suppdr terminadaa immunisa¢&o pra- 
tica-se a sangria conforme ja deixamos indicado e divide- 
se 0 serum por peqnenos frascos onde elle ficarAé conserva- 
do com um pouco de camphora ou acido phenico; é ne- 
cessario, porém, conhecer o valor anti-toxico do serum 
antes de empregal-o como meio therapeutico. 

Roux injecta o serum antidiphterico em um cobayo. 
de 500 grammas na ddse de um centesino de centimetro 
cubico ; vinte quatro horas depois injecta 1/2 c. cubico de 
cultura virulenta de diphteria ; si o animal resiste, isso é : 
se a dése serum foi sufficiente para neutralisar a aceio da 
toxina, elle considera o soro capaz de ser utilisado no 
homem. 

Behring estabeleceu a unidade antitoxica do que elle 
chama serum normal, que é aquelle que na dése de 10 cen- 
tigrammas neutralisa exactamente um ¢. cubico do veneno. 
Um centimetro cubico deste serum contém portanto uma 
unidade-behring. O  bacteriologista berlinez estabeleceu 
que a dése therapeutica simples 6 equivalente a 600 
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unidades, que vem a ser o minino que se deve injectar 
para inicio de tratamento. 

Ehrlich notou que o leite dos animaes immunisados 
tinha propriedades anti-toxicas ; este facto, porém, tem 
apenas 0 interesse de uma descoberta theorica e de nenhum 

valor pratico, porque a extrema diluic&o da toxina no 
leite impedede de lancar-se mio d’este liquido para o trata- 
mento dos doentes. 

Confirnado pelo exame microscopico e bacteriologico, 
ou simplesmente suspeitado como tal um caso qualquer de 
croup, deve-se sem perda de tempo tratal-o por meio das in- 
jecgdes de serum antidiphterico ; e, tendo em vista a mais 
rigorosa asepsia, escolhe-se uma seringa especial de capa- 
cidade de 10 c¢. ¢c. ou mesmo mais, e esterilisa-se em uma 
solucio de soda a Ll %, que 6 aquecida a 100° e onde a se- 
ringa é deixada durante cinco minutos ; em seguida pra- 
tica-se a injeccio. Quanto 4 seringa, tanto o modelo de 
Koch, como o de Roux preenchem bem o fim que se tem 
em vista. 


O logar do corpo em que deve ser feita a picada ne- 
phnma importancia tem e cada um escolhe o que lhe pa- 
rece melhor. A pelle é lavada com agua quente e sabao 
e esfregada com uma escova aspera, depois com alcool e 
com uma solucio phenicada on de sublimado. No é ne- 
cessario massa a regiao apds a injeegio : a reabsorpcao 
do serum faz-se rapidameute, de sorte que a proeminencia 
local desapparece Jogo. No logar da pieada passa-se um 
pouco de collodio iodoformado. 


A. questao da quantidade de serum a injectar em um 
caso de croup tem uina grande importancia, pois nao basta, 
como muito bem diz o Dr. Funck, chefe dos trabalhos do 
«Instituto Serotherapico» de Bruxellas, «comegar-se por 
tina injeccio de 20 ¢. e. de serum de Roux, ou de 10 ¢. ¢. 
de um dos tres sdros de Behring e limitar se a aguardar 
os acontecimentos! O papel do medico em presenga de 


um caso de croup deve ser muito mais activo: as ultimas 
37 
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estatisticas mostram a vantagem de injectar-se uma ddse 
sufficiente de anti-toxina, segundo a gravidade do caso.» 

De facto assim é: a dosagem varia com a phase em 
que a molestia esté ; varia com o processo morbido local, 
com a existencia de uma infeccao secundaria, com a idade 
de crianea, etc. Nos servicos hospitalares que empregam 
o serum mais concentrado é onde tem-se colhido os me- 
lhores resultados. 


O professor Roux recommenda para as anginas 
diphtericas puras duas ou tres injeccdes, representando de 
40 a 50 c. ce. de serum; e para as anginas associadas cerca 
de 70 ¢.¢. Quando a associacio microbiana é com 0 €s- 
treptococco, além do serum antidiphterico, injecta-se tam- 
bem o serum de Marmorek. Na Allemanha a grande fa- 
briea explorada em Hochst pela firma Meister Lucius 
e Bruuing, sob a fiscalisagio de uma commissio official, 
fornece tres especies de serum : . 


Ne 1 contendo 600 wnidades-behring em 10 e. ¢., re- 
presentando a dése therapeutica mais simples applicavel 
a todas as criangas de tenra idade e bastando, sempre que 
o tratamento tem comecado no 1 ou 2° dia molestia. 


Ne 2 contendo mil unidades, em 10 ¢. ¢., applicavel 
aos casos de media intensidade. 


Ne 3 contendo 1,500 unidades, recommendado nos 
casos graves, ou para os doentes que comegaram tarde, ou 
ainda para aquelles que tenham o larynge compromettido 
por qualquer forma. 


Para os adultos qualquer d’estas déses é insufficiente : 
ellas devem ser repetidas pelo menos uma vez, de seis a 
dozes horas depois da primeira injecgio ; por seguranga 
tambem deve-se proceder assim com os meninos maiores 
‘de cinco annos. 


Um dos effeitos mais promptos das injeegdes de sdéro 
antidiphterico & a melhora brusca do estado geral do 
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doente, affirmam todos que applicam ou tém visto applicar 
0 novo tratamento. 

Em seguida a formacgio de falsas membranas é ra- 
pidamente suspensa e, segundo nota o Dr. Roux, ellas 
desapparecem no fim de 36 a 48 horas. 

Quando a intervengio é tardia e o caso 6 grave pode- 
se nao conseguir tao brilhante suecesso ; as falsas mem- 
branas ameacam 0 doente de asphyxia immediata e nio ha 
remedio sen&o recorrer a tracheotomia, que tornou-se 
quasi desnecessaria com 0 novo remedio; e com a intubagdo 
ou tubagem do larynge, processo reimportado recentemente 
da America do Norte em Franga, onde tinha sido descoberto 
em 1848 pelo professor Bouchu; mas este modesto e ope- 
reso author teve a ma sorte de ter contra o seu precioso 
invento a immensa authoridade de Trousseau que preconi- 
sava a ftracheotomia ; de modo queo processo nao teve 
quasi applicagaio em Fran¢a e cahiu no esquecimento. 

Agora, porém, foi elle reimportado por alguns medi- 
cos e tem sido calorosamente preconisado pelo Dr. Chail- 
lon, como bem superior 4 sangrenta tracheotomia, nos 
poucos casos em que esta era ainda empregada, apezar do 
tratamento especifico; de sorte qne com os dois processos 
combinados, a abertura da trachéa é hoje inteiramente ex- 
cepcional, emquanto que outr’ora era a regra; salvava, é 
certo, os doentes da asphyxia immediata, mas era impo- 
tente diante da intoxicagio produzida pelo veneuo 
diphterico. 

N&io acontece mais assim com 0 novo tratamento Beh- 
ring-Roux, que fez baixar immediatamente e por toda a 
parte a porcentagem da mortalidade produzida pela ter- 
rivel molestia, considerada o terror das mais, que hoje sé 
podem bemdizer os authores, que na phrase de um dis- 
tineto bacteriologista, «escreveram um dos mais bellos ca- 
pitulos da therapeutica». 
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